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HSV - Herpes-Simplex Virus 
i.d.R. - in der Regel 
IE - internationale Einheit 
IFN - Interferon 
IL - Interleukin 
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1.1. Die hämatopoetische Stammzelltransplantation 
Die hämatopoetische Stammzelltransplantation ist eine Therapieoption bei Leukämie und 
stellt auch für nicht maligne Erkrankungen, wie der Sichelzellanämie (Tisdale et al. 2013) 
oder der Thalassämie major (Galambrun et al. 2013), eine Therapieoption dar. Auch bei 
progredient verlaufenden Autoimmunerkrankungen, wie der Rheumatoiden Arthritis oder 
des Lupus Erythematodes, findet sie Anwendung (Leng et al. 2005; Buys et al. 2005). 
1.1.1. Ablauf der hämatopoetischen Stammzelltransplantation 
Jedes Jahr werden 55000 bis 60000 hämatopoetische Stammzelltransplantationen weltweit 
durchgeführt (Gyurkocza et al. 2010). In Deutschland waren es im Jahr 2013, 2892 Patienten, 
die sich einer allogenen Ersttransplantation unterzogen (Holtick et al. 2015). Die für den 
Spender aufwendigere Prozedur der Knochenmarkentnahme aus dem Becken kann heute 
durch eine periphere Blutentnahme ersetzt werden (Giralt und Bishop 2009), wobei der 
Anteil an hämatopoetischen Stammzellen im Blut durch z.B. Granulozyten-Kolonie-
Stimulierungsfaktor (G-CSF) erhöht werden kann (Micallef et al. 2013). Allerdings kann es 
durch die höhere Anzahl an T-Lymphozyten im zirkulierenden Blut zu einem früheren und 
komplikationsreicheren Auftreten der Graft-versus-Host-Disease (GvHD) kommen (Cutler et 
al. 2001). Die Spender werden auf HLA (Humanes Leukozytenantigen) Kompatibilität mit 
dem Empfänger, dem Haupthistokompatibilitätskomplex, geprüft. Diese sind im MHC (Major 
Histocompatibilty Complex) kodiert. Dazu gehören die Gene für HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-
DR und HLA-DQ, jeweils sowohl maternalem als auch paternalem Ursprungs (Armitage 
1994). Als Spender werden dabei Geschwister mit möglichst vielen HLA Übereinstimmungen 
bevorzugt. Allerdings unterstützen Unstimmigkeiten in der HLA-Kompatibilität den 
sogenannten Graft-versus-Leukemia-effect. Dabei reagieren die T-Zellen des Spenders gegen 
die Antigene des MHC-Komplexes (entspricht dem Genprodukt der HLA Gene) des 
Empfängers sowie gegen veränderte Tumorantigene, wodurch nach Bestrahlung verbliebene 
Tumorzellen beseitigt werden können (Copelan 2006). Findet sich in der Familie kein 
passender Spender, kann die Deutsche Knochenmarkspenderdatei eine weitere Möglichkeit 
darstellen. Dabei zeigten Patienten mit verwandten im Vergleich mit nicht-verwandten 
Spendern bei einer Standard-Malignität der Leukämie keine signifikanten Unterschiede in 
der Heilungsrate (Yakoub-Agha et al. 2006). Daraus ergibt sich die Möglichkeit des 
häufigeren und schnelleren Einsatzes der Stammzelltherapie, ohne auf einen verwandten 
Spender angewiesen zu sein. Des Weiteren kann eine humane Nabelschnurblutspende als 
Alternative der hämatopoetischen Stammzelltransplantation in Frage kommen, welche 
allerdings mit einer langsamen Regenerationszeit und damit mehr opportunistischen 
Infektionen verbunden sein kann (Gyurkocza et al. 2010). Bevor die Transplantation 
stattfinden kann, muss das Immunsystem des Empfängers darauf vorbereitet werden. Dazu 
diente die Gesamtkörperbestrahlung mit einer Dosis von 8 bis 14,4 Gray als myeloablative 
Form (Baranov et al. 1989). Da diese sowohl mit Sekundärmalignomen als auch anderen 
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Schäden an den Organen verbunden ist, gibt es heute abgeschwächte Verfahren, um den 
Körper des Empfängers auf die hämatopoetische Stammzellspende vorzubereiten. Ein 
Beispiel ist die Kombination aus Bestrahlung mit zwei Gray und den Chemotherapeutika 
Fludarabin, Cyclosporin und Mycophenolat-Mofetil (Niederwieser et al. 2003). In einer 
Studie von Storb et al. wurde eine derartige nicht-ablative Konditionierung untersucht, 
wobei die Patienten mit einem Schema aus Bestrahlung plus Fludarabin vor der 
hämatopoetischen Stammzelltransplantation behandelt und im Anschluss mit 
Mycophenolat-Mofetil plus Calcineurin-Inhibitor immunsupprimiert wurden, welche v.a. für 
ältere multimorbide Patienten die Durchführung einer hämatopoetischen 
Stammzelltransplantation ermöglichen soll (Storb et al. 2013). 
1.1.2. Risiken 
Chronische Erkrankungen treten nach einer hämatopoetischen Stammzelltransplantation 
gehäuft mit 71 Prozent auf. Im Detail kommt es in einer Studie von Sun et al. bei den 
untersuchten Patienten häufiger zu kardiovaskulären, gastrointestinalen sowie 
muskuloskelettalen Erkrankungen im Vergleich zu ihren gesunden Geschwistern (Sun et al. 
2010). 
Seltene Komplikation der hämatopoetischen Stammzelltransplantation können große 
perikardielle Ergüsse darstellen (Liu et al. 2012), pathologische Erscheinungen am Auge wie 
trockene Augen, retinale Blutungen, Sehnervödeme, chororetinale Verletzungen, Vitritis und 
ein erhöhter intraokulärer Druck (Kalinina Ayuso et al. 2013), sowie die schwerwiegende 
pulmonale Komplikation einer Bronchiolitis obliterans mit hoher Mortalität. Für 
letztgenanntes stellt die chronische GvH-Reaktion einen Risikofaktor dar (Mo et al. 2013).  
Die am häufigsten auftretenden Komplikationen nach der hämatopoetischen 
Stammzelltransplantation sind jedoch opportunistische Erkrankungen, wie die 
Zytomegalieinfektion und die GvH-Reaktion, auf welche ab Punkt 1.2. detailliert eingegangen 
wird (Bacigalupo et al. 2012).  
1.1.3. Anwendungsgebiete der hämatopoetischen 
Stammzelltransplantation 
Den hämatopoetischen Stammzellen kommt in der regenerativen Therapie eine große 
Bedeutung zu. In der Therapie von malignen hämatologischen Erkrankungen, wie der akuten 
myeloischen Leukämie, haben sie noch immer die größte therapeutische Relevanz (Ferrara 
und Schiffer 2013). Bei Kindern ist die allogene sowohl der autologen hämatologischen 
Stammzelltransplantation als auch einer Chemotherapie im Langzeitüberleben (acht Jahre) 
überlegen (Woods et al. 2001). Auch bei der akuten lymphozytären Leukämie, die 15-20 
Prozent der akuten Leukämien beim Erwachsenen ausmacht, stellt die Transplantation von 
hämatopoetischen Stammzellen sowohl bei der Niedrigrisikogruppe (Hunault et al. 2004) als 
auch bei Rückfallpatienten (Fielding et al. 2007) die bevorzugte Therapieoption dar. Bei der 
chronisch myeloischen Leukämie erreicht sie ein krankheitsfreies Intervall von drei Jahren in 
78 Prozent der behandelten Patienten (Radich et al. 2003). Dennoch stellt die allogene 
hämatopoetische Stammzelltransplantation durch die Entwicklung von Imatinib und 
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Tyrosinkinaseinhibitoren nur bei Patienten, die nicht auf diese Medikamente ansprechen, 
die Therapie der ersten Wahl dar (Weisser et al. 2007). Beim myelodysplastischen Syndrom 
ist sie jedoch die einzige Möglichkeit der Kuration. Die Therapie sollte dabei möglichst in 
einem definierten Intervall zwischen Diagnose und Fortschreiten der Krankheit begonnen 
werden (Cutler et al. 2004). Eine Studie von Peggs et al. zeigte den Beitrag vom Graft-versus-
Tumor-Effect (GvT) in der Behandlung des Hodgkin’s Lymphoms. Durch den Einsatz von einer 
weniger toxischen immunsuppresorischen Vorbereitung des Empfängers vor der 
Transplantation, findet die hämatopoetische Stammzelltransplantation auch bei dieser 
malignen Erkrankung Anwendung (Peggs et al. 2005). Die Wirksamkeit beim multiplen 
Myelom ist umstritten, wobei sie v.a. bei jungen und ansonsten gesunden Patienten der 
autologen Stammzelltransplantation gleichwertig zu sein scheint (Usmani et al. 2015). Neben 
dem breiten und wirkungsvollen Einsatz der allogenen hämatopoetischen 
Stammzelltransplantation bei malignen hämatologischen Erkrankungen findet sie auch 
aufgrund des GvT-Effektes bei soliden Tumoren Einsatz. In einer Studie von Bishop et al. 
wurde die Wirkung der Spenderlymphozyten auf bereits metastasierenden Brustkrebs 
untersucht (Bishop et al. 2004). Die betroffenen Patientinnen haben trotz der Behandlung 
mit Chemotherapie und Trastuzumab, einem Antikörper gegen den HER2-Rezeptor, nur ein 
Langzeitüberleben von 25 Prozent. Nach der allogenen hämatologischen 
Stammzelltransplantation zeigten sechs von 16 Patientinnen einen Tumorrückgang. Auch 
beim bereits metastasierten Nierenzellkarzinom, welches eine Fünfjahresüberlebensrate von 
maximal zehn Prozent aufweist, gibt es immunmodulatorische Therapieansätze. Im 
Gegensatz zum bereits erwähnten Mamakarzinom ist das Nierenzellkarzinom immunogen 
(van Den Eynde et al. 1999). Deshalb wurden bereits Interferon α und Interleukin 2 in der 
Therapie eingesetzt (Posadas und Figlin 2012).  
Die gezielte Immunmodulation ist auch zur Prävention der GvH-Reaktion unter Beibehaltung 
des GvT-Effektes von Bedeutung. Es ist zu erwarten, dass der GvT-Effekt der allogenen 
Spenderlymphozyten durch die Immunogenität des Nierenzellkarzinoms besonders zum 
Tragen kommt. In einer Studie mit 19 Patienten zeigten zehn von ihnen eine 
Tumorrückbildung nach allogener peripherer Blutstammzelltransplantation, wobei drei eine 
komplette Rückbildung aller Metastasen aufwiesen (Childs et al. 2000).  
Nicht nur in der Behandlung von malignen Erkrankungen, sondern auch in anderen 
Bereichen der Medizin wie den Autoimmunerkrankungen, stellt die allogene 
hämatopoetische Stammzelltransplantation eine Therapieoption der Zukunft dar. In einer 
retrospektiven Studie wurden 29 Patienten, die an einer therapierefraktären 
Autoimmunerkrankung litten, auf eine Remission dieser nach allogener hämatopoetischer 
Stammzelltransplantation untersucht. 55 Prozent von ihnen zeigten eine sowohl klinisch als 
auch laborchemisch nachgewiesene Rückbildung der Symptome (Daikeler et al. 2009). In 
einer Studie von Kitchen et al. finden gentechnisch veränderte Lymphozyten aus dem 
Spenderknochenmark Verwendung. Diese besitzen einen spezifischen T-Zell-Rezeptor gegen 
das SL9-gag Antigen des HI-Virus (Humanes Immundefizienz-Virus). Im humanisierten 
Mausmodell wurden eine geringere Viruslast und eine höhere Konzentration von CD4-
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positiven Lymphozyten nachgewiesen als in der Kontrollgruppe (Kitchen et al. 2012). 
Weiterhin wurde die hämatopoetische Stammzelltransplantation zur Therapie der HIV-
Infektion mittels CCR5 (CC-Motiv Chemokin Rezeptor 5) Delta32 homozygotem Spender 
untersucht, wonach das Virus selbst nach sechs Jahren nicht mehr detektierbar war (Petz 
2013). Die Verwendung von hämatopoetischen Stammzellen bei Patienten mit primärer 
fokaler segmentaler Glomerulussklerose, die bei bis zu 30 Prozent der Patienten nach einer 
Nierentransplantation erneut auftritt und in der Hälfte der Fälle zur Abstoßung führt (Artero 
et al. 1992), ist ein weiteres Einsatzgebiet. Dabei hat sich gezeigt, dass das Einbringen der 
Stammzellen in Thymus und Knochenmark zu einem verringerten Wiederauftreten der 
Krankheit sowie zu einem besseren Nierentransplantat Überleben beiträgt (Vanikar et al. 
2013).  
Diese ausgewählten Beispiele zeigen die Möglichkeiten und Bedeutung der allogenen 
hämatopoetischen Stammzelltransplantation auf. Gelingt es zukünftig, die GvH-Reaktion zu 
kontrollieren und gleichzeitig den erwünschten GvT-Effekt zu erhalten, könnte diese 
Therapie in Zukunft einer größeren Patientengruppe zu Gute kommen. 
1.2. Graft-versus-Host-Disease 
Die Graft-versus-Host-Disease (GvHD) zählt zu den Hauptkomplikationen der allogenen 
hämatopoetischen Stammzelltransplantation. Diese Therapieform gilt häufig als die einzige 
kurative Möglichkeit bei schwerwiegenden hämatologischen Erkrankungen wie malignen 
Leukämien, welche auch die häufigste Indikation darstellen und aggressiv progressiven 
Verlaufsformen von Autoimmunerkrankungen wie der Rheumatoiden Arthritis (Hilgendorf et 
al. 2015; Moore et al. 2003; Snowden et al. 1998).  
1.2.1. Epidemiologie 
Die Inzidenz einer akuten GvH-Reaktion beträgt 35-50 Prozent nach einer allogenen 
hämatopoetischen Stammzelltransplantation von einem HLA-identischen Zwilling und 40-50 
Prozent in der chronischen Erscheinungsform (Wolff et al. 2011; Heymer und Bunjes 2002). 
Unterscheiden sich Spender und Empfänger im HLA Phänotyp, tritt die akute GvH-Reaktion 
bei HLA abgeglichenen Empfängern von hämatopoetischen Stammzellen in bis zu 80 Prozent 
der Fälle (Petersdorf 2013b) und bei ungeprüften Paaren in bis zu 100 Prozent der Fälle auf 
(Balduzzi et al. 1995). Trotz Therapie der akuten GvH-Reaktion mit Glukokortikoid und 
Antimetabolit kam es nur in 26-60 Prozent zur Remission, aber gleichzeitig auch in 44-62 
Prozent zu schweren Infektionen (Michael et al. 2013). Die mit einer hohen Morbidität und 
Mortalität verbundene chronische Form der GvH-Reaktion betrifft 30-70 Prozent der 
Empfänger von allogenen hämatopoetischen Stammzellen (Hilgendorf et al. 2015; Crocchiolo 
et al. 2013) und geht mit einer Mortalität bis zu 50 Prozent einher (Wolff et al. 2011). 
1.2.2. Klinische Erscheinung 
Die GvH-Reaktion kann in eine akute und chronische Form unterschieden werden. Dies 
geschieht auf der Basis von spezifischen Symptomen, der Organbeteiligung, 
laborchemischen Ergebnissen und der Histopathologie (Espana et al. 2013). 2005 wurde vom 
National Institute of Health eine neue Klassifikation in der Differenzierung von akuter und 
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chronischer GvH-Reaktion erarbeitet. Als chronische GvH-Reaktion wird dabei bezeichnet, 
wenn mindestens ein spezifisches Merkmal an einem definierten Organ vorhanden ist, 
welches die chronische GvH-Reaktion beweist oder zumindest darauf hindeutet. Die 
betroffenen Organe können dabei die Haut, der Mund, die Augen, der Urogenitaltrakt, der 
Ösophagus, das Bindegewebe oder die Lungen sein. Einen Überblick über die 
entsprechenden Organmerkmale gibt Tabelle 1 (Länger et al. 2011).  
Organ 
Häufiges klinisches 















































Strikturen und Stenose 
des Ösophagus 
























Tabelle 1 Einteilung der GvH-Reaktion in eine akute und chronische Form anhand spezifischer 
Organmerkmale der Haut, der Mundhöhle, des Gastrointestinaltraktes, der Leber, der Lunge sowie 
Muskeln, Faszien und Gelenke, welche jeweils als klinisches Merkmal für eine akute oder chronische 
GvHD sprechen bzw. diagnostisches Merkmal oder distinktes Merkmal einer chronischen GvHD sind 
(Länger et al. 2011). 
Die akute GvH-Reaktion ist definiert durch makulopapulösen Ausschlag, Übelkeit, Erbrechen, 
Gewichtsabnahme, Durchfall, Ileus oder cholestatische Hepatitis. Dabei kann noch einmal 
zwischen der klassischen akuten GvH-Reaktion, welche bis zu 100 Tage nach der 
Transplantation auftritt und der persistierenden, wiederkehrenden oder spät einsetzenden 









Akute GvHD  
Klassische akute GvHD ≤100 Tage Ja Nein 
Persistierende, rekurrente oder late-
onset akute GvHD 
>100 Tage Ja Nein 
Chronische GvHD  
Klassische chronische GvHD Kein Limit Nein Ja 
Overlap-Syndrome Kein Limit Ja Ja 
Tabelle 2 Untergruppierung der akuten und chronischen GvHD Reaktion entsprechend des zeitlichen 
Symptombeginns nach Knochenmarkstransplantation und klinischen Merkmalen (Länger et al. 2011). 
 
Glucksberg et al. hat entsprechend der Organbeteiligung die akute GvH-Reaktion in vier 
Schweregrade eingeteilt (Glucksberg et al. 1974) (Tabelle 3 und Tabelle 4): 
 
Schweregrad Haut Leber Darm 
1 
Makulopapulöse Eruption, 




750 IE, Bilirubin 2-3 
mg/100 ml 
>500 ml Stuhl am Tag 
2 
Makulopapulöse Eruption, 
25-50 Prozent des Körpers 
sind betroffen 
Bilirubin 3-5,9 mg/100 ml 
mit/ ohne Anstieg von 
ASAT 




Bilirubin 6-14,9 mg/100 ml 
mit/ ohne Anstieg von 
ASAT 






Bilirubin >15 mg/100 ml 
mit/ ohne Anstieg von 
ASAT 
>2000 ml Stuhl am Tag 
Tabelle 3 Schweregradeinteilung (1-4) der Organbeteiligung bei der akuten GvH-Reaktion von Haut, 




Schweregrad der GvH-Reaktion  
1 
Haut Schweregrad 1 oder 2, ohne Darmbeteiligung, aber mit 
Leberbeteiligung Schweregrad 1 möglich, keine 
Verschlechterung des Allgemeinzustandes des Patienten oder 
Fieber 
2 
Hautbeteiligung Schweregrad 1 bis 3 mit Darm- und/oder 
Leberbeteiligung Schweregrad 1 bis 2, geringe Verschlechterung 
des Allgemeinzustandes des Patienten, Fieber möglich 
3 
Hautbeteiligung Grad 2 bis 4, mit Darmbeteiligung Schweregrad 
2 bis 4 und mit oder ohne Leberbeteiligung Schweregrad 2 bis 4, 
deutliche Verschlechterung des Allgemeinzustandes des 
Patienten, Fieber 
4 Organbeteiligung entspricht Schweregrad 3, extreme konstitutionelle Symptome 
Tabelle 4 Schweregradeinteilung (1-4) der klinischen Erscheinung der akuten GvH-Reaktion anhand der 
Summe der einzelnen Organbeteiligungen von Haut, Darm und Leber (siehe Tabelle 3) sowie dem 
Allgemeinzustand des Patienten modifiziert nach Glucksberg et al. 1974. 
1.2.3. Murine GvHD-Modelle 
Um die Entstehung der GvH-Komplikation besser verstehen und untersuchen zu können, 
existieren verschiedene Mausmodelle. Das am besten untersuchte MHC ungepaarte Modell 
ist die Transplantation von Knochenmarks- und T-Zellen von C57BL/6 in BALB/c. Ein anderes 
Modell ist die Transplantation von Zellen der Elterntiere in die F1-Generation mit oder ohne 
vorherige Bestrahlung. Weiterhin können sich Spender und Empfänger nicht nur im MHC 
Komplex, sondern auch im Minor Histocompatibility Antigen (miHAs) unterscheiden, wie z.B. 
bei der Transplantation von B10.D2 in BALB/c oder DBA/2. Des Weiteren existieren auch 
xenogene Mausmodelle, bei welchen humane T-Zellen in NOD/SCID Mäuse transplantiert 
werden (Schroeder und DiPersio 2011). Dieses Modell wurde weiterentwickelt mit einer 
Deletion der γ-Kette des Interleukin 2 Rezeptors (Ito et al. 2009). Als chronisches GvH-Modell 
existiert z.B. die Induktion von Autoantikörpern, sklerodermatösen Hautveränderungen und 
Glomerulonephritis (DBA/2 in BALB/c) (Zhang et al. 2006). Akute und Chronische GvH-
Modelle können auch kombiniert werden, wobei pathogene CD4-positive Lymphozyten zu 
chronischer GvH führten (Zhang et al. 2007). In dieser Arbeit wird das zuerst genannte 
Modell verwendet und die Entwicklung der GvH-Komplikation wurde mit Hilfe des Cooke-







Auf zellulärer Ebene wird eine GvH-Reaktion durch eine Erkennung der Antigene des 
Empfängers durch die kotransplantierten Immunzellen, insbesondere den CD4 positiven T-
Helferzellen, hervorgerufen (Yeh et al. 2012). Die Antigenerkennung erfolgt dabei via den T-
Zell-Rezeptorkomplex. Dieser besteht aus einem Heterodimer (α, β) mit je zwei Domänen 
und weiteren nicht-kovalent gebundenen Molekülen. Die Initiierung der T-Zell-Rezeptor 
Signalkaskade ist an die Aktivierung der p56 LCK (Lymphocyte-specific Protein Tyrosine 
Kinase) (Abbildung 1) gebunden. Diese bindet an den Co-Rezeptor CD4 und begibt sich damit 
in die Nähe des T-Zellrezeptors (Veillette et al. 1988; Artyomov et al. 2010). An den CD3γ, 
CD3δ, CD3ε und ζ-Ketten des T-Zell-Rezeptors befinden sich durch Phosphorylierung 
aktivierfähige Motive (ITAM’s), welche Ziel der diversen Effektorkinasen sind, ebenso wie die 
ZAP70 Kinase (Zeta-chain-associated Protein Kinase) (Xu et al. 2008). Diese wird schließlich in 
die Lage versetzt, weitere Schlüsselenzyme in der Signalkaskade zu aktivieren, was zur 
Formation des sogenannten LAT-Signalosoms (Linker for Activation of T-cells) führt. Eine 
Weiterleitung des Antigen-MHC-Signals auf zellulärer Ebene geschieht über drei 
Hauptsignalarme. Zum einen über einen Anstieg des intrazellulären Kalziums und zum 
Abbildung 1 Ablauf der T-Zell-Rezeptor-Aktivierung auf molekularer Ebene. Die Antigenerkennung erfolgt 
über den T-Zell-Rezeptor-Komplex, welcher aus den beiden T-Zell-Rezeptor Ketten sowie verschiedenen CD3 
Untereinheiten aufgebaut ist. Je nach Typ der T-Zelle wird das durch Antigenbindung entstehende Signal 
durch Co-Rezeptoren verstärkt, MHC-II präsentierte Antigene beispielsweise spezifisch durch CD4, MHC-I 
präsentierte durch CD8. Bei Antigenkontakt werden intrazellulär verschiedene Effektorproteine rekrutiert, 
beispielsweise die CD4 spezifische LCK (Lymphocyte-specific Protein Tyrosine Kinase), die Kinase FYN oder die
Tyrosinphospahatse CD45. Am T-Zell-Rezeptor-Komplex kommt es infolgedessen zu einer Phosphorylierung 
der ITAM-Domänen der CD3δ, CD3ε und ζ-Ketten des T-Zell-Rezeptors und ZAP70 (Zeta-chain-associated 
Protein Kinase). Dies führt zur Formierung des LAT-Signalosoms (Linker for Activation of T-cells). In der 
Endstrecke der Signalkaskade kommt es schließlich zu einem Kalzium Anstieg, einer Aktivierung der MAP 
(Mitogen-acitvated Protein) Kinase sowie des Transkriptionsfaktors NF-κB (Nuclear Factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated B-cells). Insgesamt hat die Aktivierung der T-Zelle durch ein Antigen Einfluss auf 
die Genexpression sowie das Wachstum und die Differenzierung der Zelle. Daneben kommt es auch zu 
Veränderungen im Aktingerüst (Brownlie und Zamoyska 2013). 
9 
 
anderen über die MAP (Mitogen-acitvated Protein) Kinase und den Transkriptionsfaktor NF-
κB (Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) (Brownlie und Zamoyska 
2013). Neben der vermehrten Produktion von Zytokinen kommt es auch zu einer 
Veränderung des Aktingerüstes (Kumari et al. 2014).  
Zusätzlich zu diesem 1. Signal der T-Zell-Aktivierung ist 
ein zweites Signal zur Verstärkung und 
Aufrechterhaltung der T-Zell-Aktivierung nötig. Ein 
wichtiges Kostimulationspaar ist dabei B7-CD28 
(Abbildung 2). Das CD28 Molekül befindet sich auf T-
Zellen, der B7 Ligand auf B-Zellen (Briones et al. 2011). 
In einer Studie von Yu et al. zeigte sich beim Einsatz 
eines CD28 Antikörpers in einem murinen GvH-Modell 
eine höhere Überlebensrate der behandelten Tiere (Yu 
et al. 2000). Dies lässt auf die Wichtigkeit der 
Kostimualtion in der T-Zell-Aktivierung schließen und 
unterstützt die Theorie in dieser Arbeit, das CD28 
Molekül als Therapieangriffspunkt zu wählen. 
Die Komponenten der Antigenpräsentation zählen zum 
Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC), welcher ein 
essentieller Teil der spezifischen zellulären 
Immunantwort ist und sich mit einer über sieben 
Megabasen großen Genregion auf dem Chromosom 
sechs befindet (Petersdorf 2013a). Um die T-Zellen des 
Spenders zu aktivieren, sind antigenpräsentierende 
Zellen des Empfängers nötig. Diese sind bereits durch 
die Grunderkrankung des Empfängers sowie der 
immunmodulierenden Vorbehandlung für die 
Transplantation aktiviert. Dadurch ist die 
Konzentration von proinflammatorischen Zytokinen 
wie Interleukin 1 sowie TNFα (Tumornekrosefaktor) 
bereits vor der Transplantation erhöht. Vor allem im 
Darm kommt es durch die radiochemotherapeutische Schädigung des Epithels zur 
verstärkten Ansammlung von Lipopolysacchariden und Darmmikroben. Dies führt zu einer 
weiteren Aktivierung der antigenpräsentierenden Zellen mit Hochregulation des MHC-
Antigen-Komplexes sowie Kostimulationsfaktoren (CD28, B7) (Ferrara et al. 2009). Treffen 
Spender-T-Zellen auf dieses Milieu, kommt es zu deren Aktivierung via T-Zell-Rezeptor-
Kaskade mit verstärkter Produktion weiterer proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin 
2 und TNFα bis hin zur Initiierung eines „Zytokin-Sturms“ (Paczesny 2013). Dieser trägt 
erheblich zur Schädigung des Gewebes durch weitere Migration von Immunzellen bei und 
prägt das Bild der GvH-Reaktion als systemische Immunerkrankung. 
Abbildung 2 T-Zell-Kostimulation nach 
erfolgter primärer Aktivierung über ein 
Antigen. Die T-Zelle wird durch eine B7 
tragende Zelle über das CD28 Molekül 
kostimuliert. Nach erfolgter 
Kostimulation wird CD28 via Endozytose 
vermindert und dafür CTLA4 (cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4)
exprimiert, welches wiederum einer 
überschießenden T-Zell-Reaktion 




Ähnlich den Autoimmunerkrankungen wird die GvH-Reaktion durch ein Ungleichgewicht in 
der CD4-positiven T-Zell Subpopulation hervorgerufen. Die Entstehung der akuten GvH-
Reaktion kann man in drei Phasen einteilen. Im ersten Schritt werden durch den zuvor 
beschriebenen „Zytokin-Sturm“ vermehrt Spender-Lymphozyten in die durch die Chemo-
Radiotherapie geschädigten Gewebe gelockt. Anschließend proliferieren diese Lymphozyten 
durch vermehrten Kontakt mit Antigenen des Empfängers über dessen MHC-Komplex. Dabei 
produzieren sie u.a. Interleukin 2 sowie Interferon γ. Die dadurch aktivierten Makrophagen, 
natürliche Killerzellen und zytotoxische T-Zellen produzieren ihrerseits die 
proinflammatorischen Zytokine Interleukin 1 und TNFα und tragen damit zur 
Gewebeschädigung in der dritten efferenten Phase bei (Reddy 2003). Die beschriebenen 
Zytokine der akuten GvH-Reaktion wie Interferon γ und Interleukin 2 sprechen für einen 
Überschuss an TH1-Lymphozyten, welche vor allem für die Makropagen-Aktivierung und die 
damit verbundene Gewebeschädigung verantwortlich sind (Abbas et al. 1996). Bei der 
chronischen GvH-Reaktion überwiegt die Zahl der TH2-Lymphozyten. Dies konnte anhand der 
vermehrten Expression von TH2-Zell spezifischen Zytokinen wie Interleukin 4 und Interleukin 
5 beobachtet werden. Im Gegensatz dazu war Interleukin 2 vermindert (Wit et al. 1993). Die 
TH2-Lymphozyten führen zur Aktivierung von B-Zellen mit einer vermehrten Produktion von 
Immunglobulin E und der Bildung von Autoantikörpern (Doutrelepont et al. 1991).  
Neben der unerwünschten GvH-Reaktion basiert die therapeutisch nützliche Spender-gegen-
Tumor-Reaktion (GvT) auf ähnlichen pathophysiologischen Grundlagen. In einer 
vergleichenden Studie von Horowitz et al. zeigte sich eine geringere Rezidivrate (25 Prozent) 
bei Patienten mit akuter Leukämie, die eine allogene hämatopoetische 
Stammzelltransplantation von einem nicht HLA identischen Spender erhielten. Im Vergleich 
dazu, war die Rezidivrate bei Empfängern der Stammzellen von einem Zwilling mit 46 
Prozent und bei zuvor T-Zell depletierten Transplantaten mit 41 Prozent deutlich erhöht 
(Horowitz et al. 1990). Wie auch bei der GvH-Reaktion ist das Fremdantigenerkennen des 
Empfänger HLA Komplexes durch die Spender Lymphozyten von entscheidender Bedeutung. 
Dies zeigte sich in einem Tierexperiment von Fontaine et al., wobei die Tiere spezielle T-
Lymphozyten gegen nur ein Antigen des MHC Komplexes injiziert bekamen. Die Tiere 
profitierten von einem GvT-Effekt, ohne dabei an der GvH-Reaktion zu erkranken (Fontaine 
et al. 2001). Daraus lässt sich die therapeutische Möglichkeit ableiten, nur solche T-Zellen zu 
transplantieren, die gegen MHC Proteine gerichtet sind, welche sich nur auf 
hämatopoetischen Stammzellen und nicht auf den Zellen anderer Gewebe befinden 
(Bleakley und Riddell 2004). Neben dem MHC Molekül als möglicher Angriffspunkt von 
Spender-T-Zellen, gibt es auch Proteine, wie die Proteinase 3 oder das Wilms Tumor Protein, 
welche in Leukämiezellen überexprimiert sind (Porter 2011).  
1.2.5. Bisherige Behandlung 
Die Therapie der GvH-Reaktion basiert zurzeit vor allem auf systemisch wirkenden 
Pharmakons. Darunter nimmt das hochdosierte Prednisolon (1-2 mg/kg, Jamil und Mineishi 
2015) plus Calcineurin-Inhibitor den höchsten Stellenwert ein. Die Behandlung mit 
Calcineurininhibitoren, zu denen auch Tacrolimus und Pimecrolimus zählen, beginnt am Tag 
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der hämatopoetischen Stammzelltransplantation mit einer initialen Dosierung von 10-14 
mg/kg am Tag, welche im Therapieverlauf auf 2-6 mg/kg am Tag reduziert werden sollte 
(S.Offermanns 2012). Da diese Medikamente systemisch wirken und damit das gesamte 
Immunsystem des Patienten unterdrücken, kommt es häufig zu opportunistischen 
Erkrankungen. In einer Studie von Al-Hajjar et al. zeigte sich bei Kindern nach einer 
Nabelschnurblutspende eine Inzidenz der Zytomegalievirus Infektion von 60 Prozent (Al-
Hajjar et al. 2011). Innerhalb von zehn Jahren nach der hämatopoetischen 
Stammzelltransplantation traten bei 17 Prozent der beobachteten Patienten von Bieri et al. 
Infektionen auf, an denen fünf Patienten starben (Bieri et al. 2011). Außerdem entwickeln 
trotz dieser pharmakologischen Prophylaxe bis zu 50 Prozent (Mastaglio et al. 2010) der 
Patienten nach einer allogenen Stammzelltransplantation eine schwere GvH-Reaktion (Grad 
drei oder vier Glucksberg et al. 1974). Als Zweitlinientherapie kommen mTor-Inhibitoren 
(mammalian target of Rapamycin) wie Rapamycin oder Sirolimus sowie Mycophenolat-
Mofetil zum Einsatz (Mastaglio et al. 2010). Diese Medikamente werden sowohl zur 
Prävention in Kombination mit Methotrexat und Cyclosporin eingesetzt, als auch bei 
Versagen der Glukokortikoidtherapie, was in bis zu 40 Prozent der Fälle auftritt (Pavletic und 
Fowler 2012). Die American Society for Blood and Marrow Transplantation legt für die 
Zweitlinientherapie keine Standards vor und gibt als Empfehlung, die Medikamente 
individuell auszuwählen, entsprechend ihrer Nebenwirkungen sowie Interaktionen mit 
anderen Medikamenten und der Erfahrung des behandelnden Arztes (Martin et al. 2012).  
Bei der extrakorporalen Photophorese wird das Blut des Patienten mit 8-Methoxypsoralen 
versetzt und mit UV-Licht bestrahlt (Ferrara et al. 2009). Dabei wird die Ausprägung der GvH-
Reaktion durch die Zunahme von Foxp3+ (Forkhead Family Transcription Factor) Treg-
Lymphozyten vermindert (Gatza et al. 2008). Diese führen zu einer Abnahme der Spender 
Effektor-T-Zellen, welche für die GvH-Reaktion verantwortlich gemacht werden. Des 
Weiteren finden Antikörper gegen bestimmte Oberflächenmarker der Lymphozyten wie 
Alemtuzumab (humanisierter Antikörper gerichtet gegen CD52 auf B-und T-Lymphozyten, 
Thymozyten und Monozyten, van Besien et al. 2009) oder Rituximab (chimärer Antikörper 
gerichtet gegen CD20 auf B-Zellen, Christopeit et al. 2009) in der Klinik Anwendung. Als 
weitere Form der GvH-Therapie kommt auch die als T-Zell Depletion in vivo bezeichnete 
Behandlung mit Antithymozytenglobulin und Alemtuzumab in Frage (Booth et al. 2013). Da 
die GvH-Reaktion mitunter in einem Zytokin-Sturm gipfelt, ist ein weiterer Ansatzpunkt die 
Antikörper basierte Therapie gegen TNFα, beispielsweise Etanercept (Levine et al. 2008). Bei 
der Anwendung von Infliximab kam es dabei zum gehäuften Auftreten von Pilzinfektionen 
(Marty et al. 2003). Als weiteres proinflammatorisches Zytokin dient Interleukin 6 als 
Therapieansatzpunkt. Es existiert eine Studie von Kennedy et al. wobei dessen humanisierter 
Antikörper, Tocilizumab, zusätzlich zur Standardprophylaxe verabreicht wurde und im 
Vergleich zu publizierten Daten die akute GvH-Reaktion vermindert auftrat (Kennedy et al. 
2014). Weitere eingesetzte Antikörper sind Daclizumab und Basiliximab gegen den 
Interleukin 2 Rezeptor (Jamil und Mineishi 2015).  
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Neben der medikamentösen Therapie bzw. Prophylaxe der GvH-Rektion existiert auch die 
physikalische T-Zell Depletion. Diese Methode wurde zum einen mit Agglutinin von 
Sojabohnen und roten Blutzellen (Erythrozyten) vom Schaf durchgeführt (Reisner et al. 
1981), als auch mit der Counterflow Centrifugation Elutriation (Witte et al. 1986). Als 
Weiterentwicklung kann das ClinicMACS System angesehen werden, mit 
immunmagnetischen Partikeln und Säulenaufreinigung (Booth et al. 2013). Wie bereits unter 
Punkt 1.2.4. erwähnt, führt diese Form der GvH-Reaktion Prophylaxe zu einer erhöhten 
Rezidivrate aufgrund der gleichzeitigen Unterdrückung der erwünschten GvT-Reaktion. 
1.3. Gentherapie 
Gentherapie ist eine bedeutende und erfolgsversprechende Therapieoption in der 
modernen Medizin. Der Grundgedanke der Gentherapie beim Menschen besteht dabei 
darin, genetisches Material (Nukleinsäuren) in Zellen einzubringen (Transfektion oder 
Transduktion) und damit die Produktion eines Proteins zu initiieren, modulieren, erhöhen 
oder zu unterdrücken (Kawakami et al. 2008). Eine Übersicht über verschiedene 
Transfektionsmethoden gibt Abbildung 3. Das Spektrum der Gentherapeutika beinhaltet u.a. 
die toxische Wirkung durch Proteinüberexpression zu vermindern, die Expression von 
krankheitsassoziierten Genvariationen zu unterdrücken, die Produktion eines fehlenden 
Proteins zu ersetzen und Punktmutationen im Genom sowie fehlerhaftes Splicing zu 
modulieren (Martínez et al. 2013; Wang und Gao 2014). Das Einbringen von genetischem 
Material in Zellen ist sowohl durch einen viralen als auch durch einen nicht-viralen Vektor, 
sowie rein chemische oder physikalische Verfahren möglich.  
Eine Behandlung mit Gentherapeutika wurde laut EU als eigene Medikamentengruppe 
definiert: „Arzneimittel für Neuartige Therapien“ (Advanced Therapy Medicinal Products, 
ATMP‘s). Dazu zählen Gentherapeutika (rekombinante Nukleinsäuren, die im Menschen eine 
genetische Sequenz regulieren, reparieren, ersetzen u.a.), somatische Zelltherapie (Zellen 
oder Gewebe, welche im Menschen eine physiologische Funktion oder Struktur oder 
biologische Eigenschaft ersetzen), veränderte Gewebe (ursprünglich aus Mensch oder Tier, 
welche humane Eigenschaften der Gewebe ersetzen, reparieren oder regenerieren können) 
und kombinierte neuartige Therapieansätze (Mahalatchimy 2011). Diese neuartigen 
Therapien eröffnen Möglichkeiten für bis jetzt unheilbare Erkrankungen wie maligne Tumore 
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Risiko der Tumorigenität. Ein Beispiel ist das Lentivirus, welches vom humanen 
Immundefizienz Typ I Virus abstammt (Hioki et al. 2007) oder das Moloney Maus Leukämie 
Virus (Shinnick et al. 1981). 
Ein retroviraler gentherapeutischer Ansatz ist die Therapie der Mukopolysaccharidose IV, 
welche durch einen Mangel an Arylsulfatase B gekennzeichnet ist. Dabei wird mit Hilfe des 
Retrovirus Moloney Maus Leukämie Virus ein funktionsfähiges Arylsulfatase B Gen auf den 
Empfänger übertragen (Ponder et al. 2012). Die Gentherapie zeigte dabei in den 
Versuchstieren gute Erfolge und könnte auch beim Menschen zur dauerhaften Behandlung 
der andernfalls verheerenden Erbkrankheit beitragen. Das Lentivirus, ebenfalls ein 
Retrovirus, hat den Vorteil, dass es auch mitotisch inaktive Zellen infizieren kann. Allerdings 
basiert es auf dem humanen bzw. felinen Immundefizienzvirus. Damit diese viralen Vektoren 
sicher beim Menschen Anwendung finden können, muss ihnen die Möglichkeit zur 
Virusreplikation und möglichst auch die Fähigkeit zur Synthese von viralen Peptiden 
genommen werden (Johnston et al. 1999; Kim et al. 1998). Am humanen Adenokarzinom der 
Lunge ist mit Hilfe eines lentiviralen Vektors die Unterdrückung eines Apoptose 
inhibierenden Faktors gelungen. Damit könnte das Fortschreiten des Tumorwachstums 
verhindert werden (Chen et al. 2012). Dennoch bestehen für virale Transfektionsverfahren 
eine Reihe von Nachteilen. Beispielsweise kann es zu Infektion und immunologischen 
Überreaktionen des Patienten kommen (z.B.: Adenoviren), zum anderen tragen die sehr 
effizienten Retroviren die Möglichkeit der Mutationsinduktion durch ungerichteten Einbau in 
das Wirtsgenom in sich. Vor allem die sogenannten Long-Term-Repeats an den Enden der 
viralen Vektoren dienen nicht nur als Promotor für das transfizierte Gen, sondern auch für 
umliegende Gene. Diese könnten, wenn es sich um Protoonkogene wie z.B. 
Wachstumsfaktoren handelt, zur Entstehung eines Tumors führen (Bosticardo et al. 2009). 
Weiterhin hat sich bei Behandlung mit einem adenoviralem Vektor als Impfstoff gegen HIV-1 
das Probelm ergeben, dass bei bereits auf das Virus sensibilisierten Patienten es zu keiner 
gewünschten Wirkung des Impfstoffes kam (Small et al. 2014). Aus diesen Gründen sind 
derzeit in Deutschland keine retroviral basierten Gentherapeutika für die Therapie am 
Patienten zugelassen.  
Deshalb stellt die Entwicklung von nicht viralen Vektoren eine gute Alternative für die 
Anwendung von Gentherapie am Menschen dar. Während mit viralen Vektoren lange 
doppelsträngige DNA-Abschnitte in Zellen eingebracht werden, handelt es sich bei den im 
folgenden Abschnitt beschriebenen Gentherapeutika um kurze DNA oder RNA-Moleküle, 
welche chemisch oder physikalisch in die Zellen eingebracht werden können, sogenannte 
Oligonukleotide. 
1.3.2. Oligonukleotide für die Gentherapie 
Nukleinsäuren sind einzel- oder doppelsträngige Molekülpolymere, bestehend aus 
Desoxyribo- oder Ribonukleosiden mit einem Phosphorsäurerückgrat (Abramova 2013). 
Diese Nukleinsäuren bilden den Grundbaustein unseres Erbgutes, der DNA und bestehen aus 
einem Pentose Zucker-Molekül, einer von vier organischen Basen sowie einem Phosphat (R. 
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Netzker 2008a). Die DNA ist im Vergleich zur RNA abbaustabiler, leichter zu synthetisieren 
und sie kann direkt in einer Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert werden, ohne dass 
eine Umschreibung nötig wird (Schlosser und Li 2009). Durch verschiedene Modifikationen 
der natürlichen Formen und der Möglichkeit der Synthese in vitro haben sich verschiedene 
Formen für die Gentherapie herausgestellt. 
1.3.2.1. Antisense Oligonukleotide  
Antisense Oligonukleotide (AON) sind kurze einzelsträngige DNA- oder RNA Moleküle, 
welche meist aus 13 bis 25 Nukleotiden bestehen (Dias und Stein 2002). Ein Vertreter, das 
Medikament Fomivirsen, ist bereits für die Behandlung am Menschen für Zytomegalievirus 
bedingte Retinitis zugelassen (Jabs und Griffiths 2002). Aufgrund des schnellen Abbaus durch 
Nukleasen, der ladungsbedingten schlechten Aufnahme durch die Zellen und der 
unspezifischen Nebenwirkungen, existieren in der Forschung eine Reihe verschiedener 
Oligonukleotidmodifikationen (Martínez et al. 2013). Diese haben jeweils spezifische Vor- 
und Nachteile. Bei den Phosphorothioaten (PTO) ist ein Sauerstoffatom im Phosphatrückgrat 
durch ein Sulfatatom ersetzt (Erb et al. 2012). Sie sind vor der Aktivität der Nuklease und 
dadurch vor extra- und intrazellulärem Abbau geschützt. Ein Nachteil dieser Form der 
modifizierten AON‘s sind die unspezifischen Nebeneffekte, wie die Bindung an Proteine oder 
Komplementfaktoren des Blutes (Henry et al. 1997; Summerton 2007). Diese Form der 
AON‘s findet bereits in der Klinik Anwendung, beispielsweise bei der Therapie vom malignen 
Melanom, wobei als Zielgen bcl-2 (B-cell Lymphoma) anvisiert wurde (Jansen et al. 2000). 
Dessen Konzentration ist mit der Chemotherapieresistenz von Melanomen verknüpft und 
konnte durch das entsprechende AON vermindert werden. Dadurch zeigten die Tumore eine 
höhere Apoptose-Rate und die Patienten eine bessere Überlebensrate. AON‘s können 
weiterhin eine Methylgruppensubstitution an der Ribose und einer damit verbundenen sehr 
starken Bindung an ihre spezifische mRNA (messenger RNA) besitzen (Monia et al. 1993). In 
Verbindung mit einer Phosphorothioat Modifikation spricht man von 2’O-methyl PTO‘s. 
Damit werden die Eigenschaften der beiden Modifikationen kombiniert und das AON 
zeichnet sich durch eine hohe Resistenz gegen den Abbau durch Nukleasen aus und einer 
fünf bis zehnfach höheren Potenz in seiner antisense Wirkung, verglichen zu 
Phosphorothioaten ohne zusätzliche Methylierung (Dean und Bennett 2003). Eine 
Weiterentwicklung stellt auch der Ersatz des natürlichen Ribose-Phosphat Rückgrates durch 
Polyamide dar. Sie binden ihre Ziel-mRNA mit hoher Intensität und entfalten ihre Wirkung 
durch sterische Behinderung (Jensen et al. 1997). Ein weiteres modifiziertes AON ist das 
Phosphorodiamidat mit einem Morpholino-Ring an der Stelle der Ribose (PMO). Es ist 
extrem stabil (Hudziak et al. 1996) und zeigt eine gute antisense Wirkung. Allerdings ist ihre 
in vivo Wirkung durch die sehr schwierige Transfektion und die schnelle renale Elimination 
limitiert (Moulton und Moulton 2010).  
In dieser Arbeit werden die bereits erwähnten 2’O-methyl PTO‘s verwendet. Sie gehören 
neben den Morpholino AON‘s zu den vielversprechendsten antisene Therapeutika, die sich in 
einer Vielzahl klinischer Studien bereits als effektiv erwiesen haben. 
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Das Konzept der antisense Wirkung der Oligonukleotide beinhaltet, dass sie an eine 
spezifische komplementäre mRNA Sequenz binden und wurde 1978 entdeckt (Zamecnik und 
Stephenson 1978). Ihr Wirkmechanismus wird auf die sterische Behinderung der Translation 
am Ribosom und auf eine Aktivierung der RNase H zurückgeführt, was zu einer Degradation 
der RNA mit folgender Proteinmindersynthese führt (Martínez et al. 2013).  
Zu Beginn der Arbeit mit AON‘s führte man ihre Wirkung vor allem auf diese spezifische 
Bindung an einen komplementären mRNA Strang zurück, wodurch die Translation in das 
fertige Protein blockiert wird. Neuere AON‘s, wie die 2‘-O-(2-Methoxy)ethyl-Oligonukleotide, 
wirken RNase unabhängig, z.B. durch die Behinderung der 80S Ribosomen Formation (Baker 
et al. 1997). Ein weiteres Beispiel dafür ist die Behinderung der Bindung der 40S Ribosomen 
Untereinheit an das 5’mRNA Ende des Transkripts und damit dem Beginn der Translation 
(Bennett und Swayze 2010). Die AON‘s sind dabei vor allem gegen das Startcodon der mRNA 
gerichtet. Ein Vorteil der RNase H abhängigen AON‘s ist, dass die Abnahme der 
Genprodukte, gegen die sie gerichtet sind, sehr effektiv geschieht (bis zu 95 Prozent) und 
dass sie ein weites Spektrum auf der mRNA haben, gegen das sie gerichtet sein können 
(Larrouy et al. 1992). Ihre Effektivität wurde bereits am bcr-abl Gen nachgewiesen, welches 
für die chronisch myeloische Leukämie verantwortlich ist (Giles et al. 1995). In Studien 
wurde bestätigt, dass für die Paarung der AON‘s mit der mRNA bereits fünf Basenpaare 
ausreichen (Egholm et al. 1993). Daraus ergibt sich das Problem, dass das AON auch an die 
mRNA von anderen Genen binden kann, gegen die es gar nicht gerichtet ist und es zu 
sogenannten off-target Nebenwirkungen kommen kann (Benimetskaya et al. 1998).  
AON’s können außerdem das Splicen beeinflussen und somit die Expression eines Zielgens 
modulieren. Beim Splicing handelt es sich um einen Prozess, bei dem die prä-mRNA in ihre 
mRNA überführt wird durch die Exklusion von Introns mithilfe des Splicosoms (Braunschweig 
et al. 2013). Die Funktionsweise splicing-induzierender AON‘s beruht auf der spezifischen 
Paarung und somit sterischen Behinderung von Splicing-Motiven der DNA. Dadurch kann die 
prä-mRNA nicht in ihre korrekte mRNA überführt werden und damit kein funktionsfähiges 
Protein entstehen (Kole und Sazani 2001; Giles et al. 1999). Sie können damit als 
Therapieoption bei durch Splicemutationen bedingten Erkrankungen zum Einsatz kommen. 
Beispiele dafür sind die Korrektur von kryptischem Splicing, der Wechsel zwischen 
verschiedenen alternativen Splicevarianten eines Gens, Exoninklusion, Korrektur des offenen 
Leserahmens eines Gens oder Unterbrechung des offenen Leserahmens (Aartsma-Rus 
2012a). Das Induzieren von alternativem Splicen kann auch dazu führen, dass ein 
verändertes Genprodukt entsteht. Diese Form des sogenannten Exonskippings kann 
therapeutisch genutzt werden. Dabei bindet sich z.B. das AON an den Exonic Splicing 
Enhancer und führt dazu, dass das von dieser Sequenz regulierte Exon nicht von den Splicing-
Faktoren erkannt wird (Aartsma-Rus und van Ommen 2007). Zurzeit am meisten erforscht 
wird dieses Phänomen der Genmodulation am Muskeldystrophie-Syndrom Duchenne 
(Aartsma-Rus und van Ommen 2010). Es handelt sich dabei um eine Vielzahl an Out of frame 
Mutationen, bei denen mit Hilfe von AON’s das für die Mutation verantwortliche Exon 
übersprungen wird und damit ein zwar verkürztes, aber immer noch funktionsfähiges 
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Dystrophin-Gen entsteht, welches der milderen Muskeldystrophie Becker entspricht 
(Hoffman et al. 2011). Mit Hilfe eines Oligonukleotides mit drei zusätzlichen C-Atomen 
konnte im Mausmodell das Exon 23 erfolgreich geskippt und die Dystrophin-Expression um 
40-50 Prozent gesteigert werden (Crunkhorn 2015). 
Auf der Beeinflussung der Genexpression durch Exonskipping basiert auch der 
Therapieansatz der GvH-Komplikation in dieser Arbeit. Dabei sollen mit Hilfe von AON’s 
bestimmte T-Zell-Rezeptor aktivierende Co-Rezeptoren (CD4 und CD28) in ihrer Expression 
als membranständige Rezeptoren vermindert werden. Das Exon des Gens, welches für die 
Transmembrandomäne kodiert, wird durch das AON idealerweise übersprungen und somit 
nicht in die mRNA überführt. Es entsteht eine Protein-Isoform, welche potentiell als löslicher 
Rezeptor als kompetitiver Inhibitor der Rezeptorliganden wirken kann. Diese Form des 
Exonskippings, wobei das Exon, welches für die Transmembrandomäne eines Rezeptors 
kodiert nicht in die mRNA integriert wird, kommt auch in der Natur vor, beispielsweise bei 
der Mutation der IL-12Rβ1-Rezeptor-Kette (van de Vosse, Esther et al. 2013). Diese ist 
sowohl Bestandteil des Interleukin 12 als auch des Interleukin 23 Rezeptors und führt beim 
betroffenen Patienten zu einer erhöhten Infektionsrate mit Mykobakterien und Salmonellen 
(Beaucoudrey et al. 2010). Ein weiteres Beispiel des natürlichen Exonskippings sind die 
verschiedenen Isoformen des CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) Gens. Die 
lösliche Isoform, welche durch Herausspleißen des Exons drei entseht, steht in positiver 
Korrelation mit dem Auftreten von Autoimmunerkrankungen (AlFadhli 2013). Des Weiteren 
wurde diese Form des Exonskippings von Graziewicz et al. im murinen Hepatitis Modell 
erfolgreich im Fall des TNFα Rezeptors angewendet. Das eingesetzte Oligonukleotid, gegen 
Exon sieben gerichtet, welches für die Transmembrandomäne des TNFα Rezeptors zwei 
kodiert, führte dabei zu einer Verminderung der TNFα Konzentration und zu einer 
geringeren Ausprägung von Hepatitiszeichen bei den behandelten Mäusen (Graziewicz et al. 
2008). 
1.3.2.2. SiRNA 
Parallel zur Entwicklung der AON‘s fand die Entdeckung der siRNA (small interfering RNA) 
statt, welche via dem „RNA-Interferenz-Mechanismus“ (RNAi, Nobelpreis 2006) die 
Genexpession beeinflusst und aus kurzen doppelsträngigen RNA Molekülen aufgebaut ist 
(Fire et al. 1998). Diese Form der Genregulation existiert natürlicherweise im menschlichen 
Genom (hier als micro RNA bezeichnet) und dient wahrscheinlich der Protektion vor der 
Replikation von Transposons und Viren (Ketting et al. 1999). Außerdem reguliert die miRNA 
posttranskriptionell die Expression von Protein kodierenden Genen (Balaraman et al. 2013). 
Physiologisch wird die primäre miRNA im Zellkern vorwiegend durch die Translation von 
intergenischer und intronischer DNA synthetisiert (Duroux-Richard et al. 2011). Die lange 
doppelsträngige RNA (pre-miRNA) wird dann außerhalb des Zellkerns durch die RNase III 
(Dicer) in die kürzere miRNA umgewandelt (Bernstein et al. 2001). Der sogenannte RISC-
Komplex (RNA-induced silencing complex) erkennt die an die spezifische mRNA gepaarte 
miRNA und beginnt mit der Degradation des Nukleinsäurekomplexes (Hammond et al. 
2000). Dieser mRNA Degradationsmechanismus wird auch bei der extern eingebrachten 
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künstlichen siRNA genutzt. Mit der Entwicklung von siRNA mit nur noch 21 bis 22 
Basenpaaren konnte die erste erfolgreiche Genunterdrückung in Säugetierzellen 
nachgewiesen werden. Die siRNA erwies sich dabei als sehr effektiv, eine Aufhebung der 
genregulatorischen Wirkung wurde erst bei einer Konzentration von 0,05 nM festgestellt 
(Elbashir et al. 2001). Diese hohe Effektivität ist auf die Fähigkeit der siRNA zurückzuführen, 
im RISC-Komplex mehrere mRNA Stränge mit nur einem siRNA-Molekül zu degradieren, im 
Gegensatz zur stochastischen Effizienz RNase H aktivierender AON‘s. Durch die nur sehr 
kurze Sequenzfolge und dem Vorhandensein von zwei RNA-Strängen kann es über die 
Paarung mit anderer mRNA als der des Zielgenes zu unerwünschten Nebenwirkungen 
kommen (Jackson et al. 2003; Paroo und Corey 2004). Außerdem kann die siRNA aufgrund 
ihres Doppelstrangcharakters an Toll-like-Rezeptoren binden und damit das Immunsystem 
aktivieren wie z.B. natürliche Killerzellen (He et al. 2013). SiRNA wird als Therapieansatz 
bereits bei dominanten hereditären Erkrankungen eingesetzt. Ein Beispiel ist die 
frontotemporale Demenz im Zusammenhang mit Parkinson durch eine Mutation auf dem 
Chromosom 17. Dabei ist das Tau-Protein in seinem Aufbau verändert und führt dadurch zur 
Neurofibrillenbildung. Mit Hilfe des Designs einer siRNA, welche die veränderte mRNA an 
zwei Stellen komplementär bindet, konnte eine Reduktion in der Konzentration des Tau-
Proteins erreicht werden (Miller et al. 2003). Eine weitere Einsatzmöglichkeit stellt die siRNA 
im hereditären Wachstumshormonmangel Typ II dar. Dabei kommt es durch ein fehlerhaftes 
Splicing von Exon drei zu einer Bildung von einer kleineren Isoform des Wachstumshormons, 
welches wiederum die Bildung des Wildtyp-Hormons unterdrückt. SiRNA, gerichtet gegen 
die Mutation, konnte die Bildung des veränderten Wachstumshormons unterdrücken 
(Ryther et al. 2004). Seit der Entdeckung der siRNA wurden in 50 klinischen Studien 26 
potenzielle siRNA Therapeutika getestet (Ozcan et al. 2015). Für die Hemmung der 
pathologischen Überexpression von VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) bei Patienten 
mit Makula-Degeneration wurden einige Therapieoptionen entwickelt, wie monoklonale 
Antikörper (Ranibizumab) oder siRNA (Bevasiranib) (Mousa und Mousa 2010). 
Weder AON‘s noch siRNA‘s können als kurze Oligonukleotide viral in die Zielzellen 
transfiziert werden. Jedoch gibt es die Möglichkeit, über die Verwendung symmetrischer 
siRNA Sequenzen, welche über eine Loop Sequenz verbunden sind, einen sogenannten si-
shRNA-Vektor (small hairpin) zu kreieren. Diese Vektoren lassen sich nun auch viral und 
somit unter Umständen sehr effizient transfizieren (Li et al. 2013). Sie aktivieren ebenso wie 
siRNA den RISC-Komplex, allerdings geht zuvor eine Rekrutierung der Dicer Komponente 
voraus, um die siRNA-Fragmente aus einer shRNA Struktur schneiden zu können (Günther et 
al. 2011). 
In einem Versuch von Hemann et al. wurde die Wirksamkeit in vivo an Mäusen untersucht. 
Als Zielgen diente das Tumorsuppressorgen p53, welches den Zellzyklus kontrolliert und 
somit einer Entartung der Zellen vorbeugen kann (Evan und Vousden 2001). Es wurden 
hämatopoetische Stammzellen von Mäusen verwendet, welche das Protoonkogen c-myc 
über einen Promotor für die schwere Kette des Immunglobulin Moleküls exprimieren. 
Außerdem wurden die entnommenen Zellen mit shRNA gegen p53 inkubiert und gesunden 
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Mäusen transplantiert. Es zeigte sich, dass die shRNA die Wirkung von p53 in vivo 
unterdrücken kann und zu einem beschleunigten Lymphomwachstum führt (Hemann et al. 
2003). Trotz der nachgewiesenen Wirksamkeit haben auch shRNA’s Nachteile. Die 
Sequenzierung gestaltet sich durch die Sekundärstruktur der RNA Schleife schwierig und alle 
oben genannten Nachteile des viralen Transfers bleiben bestehen. 
1.3.3 Plasmide 
Plasmide sind doppelsträngige DNA-Moleküle, welche natürlich in Bakterien vorkommen. 
Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen kann das zu transfizierende Gen in das Plasmid 
integriert und durch die gleichzeitige Verwendung von Selektionsmarkern im Plasmid auf die 
Integration in die Zellen getestet werden (R. Netzker 2008b, 2008c). Da Plasmide von 
Bakterien abstammen und nicht im Menschen vorkommen, können sie immunogen wirken 
(Pringle et al. 2012). Außerdem werden sie in der Zelle schnell durch Nukleasen abgebaut. 
Auch gestaltet sich die Transfektion von den deutlich größeren Plasmiden im Vergleich zu 
Oligonuleotiden in Zielzellen als sehr schwierig (Wang et al. 2013b). Mit Ausnahme von 
Elektroporationsmethoden, welche auf eine in vitro Anwendung beschränkt bleiben, zeigen 
sich chemische oder physikalische Transfektionsmethoden in der Regel als eingeschränkt 
wirksam (Au et al. 2013). 
1.4. Nanopartikel basierte Transfektion von Gentherapeutika 
Damit ein Gentherapeutikum als Therapie eingesetzt werden kann, muss es in die Zelle 
gelangen. Viele Transfektionsmethoden basieren auf der aktiven Aufnahme der 
Gentherapeutika in die Zelle durch Endo- und Pinozytose. Der Prozess ist sowohl von der 
Temperatur (Loke et al. 1989) als auch von der Struktur und Konzentration der zu 
transfizierenden Substanz abhängig (Vlassov et al. 1994). Bei der Aufnahme in die Zellen 
können auch spezielle Oberflächenrezeptoren eine Rolle spielen. Solch ein Rezeptor wurde 
auf HepG2 (Human Hepatocellular Liver Carcinoma Cell Line) Zellen nachgewiesen (Diesbach 
et al. 2000). Diese spezifisch Rezeptor gekoppelte Aufnahme kann man sich z.B. mit 
Antikörpern gegen CD3 (Muromonab) zu Nutze machen (Penninga et al. 2013). Nachdem die 
Nukleinsäuren in die Zelle aufgenommen wurden, müssen sie aus den Endosomen gelangen, 
um ihre Wirkung zu entfalten. Insbesondere Nanopartikel basierte Methoden zur Aufnahme 
von Gentherapeutika in Zielzellen zeigten in ihrer Anwendung oftmals eine effiziente 
Aufnahme, gepaart mit wenig toxischer Wirkung. Derlei Methoden, basierend auf 
liposomalen, polykationischen und magnetischen Nanopartikeln, sollen im Folgenden näher 
erläutert werden. 
1.4.1. Liposomale Nanopartikel 
Werden liposomale Nanopartikel für die Transfektion von Nukleinsäuren verwendet, so wird 
dies als Lipofektion bezeichnet. Ein bekanntes Lipofektionsagenz ist beispielsweise 
LipofectamineTM (Narayanan et al. 2013). Liposomale Nanopartikel können aus Cholesterol 
und Phospholipiden synthetisiert werden, die auch physiologisch im Menschen vorkommen 
und dort unter anderem an der Bildung von Zellmembranen und Vesikeln beteiligt sind. 
Diese Liposomen sind durch ihren amphiphilen Charakter geeignet, Medikamente aber auch 
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Nukleinsäuren zu transportieren, da sie die Zellemembran passieren können (Akbarzadeh et 
al. 2013). Die Aufnahme in die Zelle geschieht dabei entweder über reine Adsorption durch 
z.B. elektrostatische Kräfte oder über Endozytose. Durch eine Weiterentwicklung der 
Liposomen von Kuniswa et al., wobei ein fusogenes Liposom mit Sendai Viren 
Glykoproteinen entsteht, können die Nukleinsäuren direkt durch Fusion in die Zelle 
aufgenommen werden (Kunisawa et al. 2005). Sie sind gut im Körper abbaubar und wenig 
toxisch (Johnston et al. 2007). Dennoch können sie im Blutstrom von Makrophagen erkannt 
und eliminiert werden, bevor sie ihre gewünschte Wirkung entfalten können (Akbarzadeh et 
al. 2013). In einer klinischen Studie der Phase 2 wurde das CFTR (cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator) Gen mittels Liposomen-Komplex als Aerosol bei 
Mukoviszidose Patienten angewendet. Dabei kam es bei den Patienten der 
Interventionsgruppe zu einer Stabilsierung der FEV1 (forced expiratory pressure in one 
second) innerhalb eines Jahres (Alton, Eric W F W et al. 2015).  
1.4.2. Kationische Polymere 
Auch künstliche kationische Polymere sind geeignet, Transfektions-Nanopartikel zu bilden. 
Ein solches Polymer ist das Polytheylenimin (PEI), welches als Imin über zahlreiche positiv 
geladene Aminogruppen verfügt. Diese binden durch elektrostatische Wechselwirkungen 
mit dem negativ geladenen Phosphat- oder Thioat-Rückgrat von Nukleinsäuren (Schäfer et 
al. 2010). Die Polymere können in unterschiedlichen Molekulargewichtsklassen vorkommen, 
wobei diese Auswirkungen auf die Effizienz und Toxizität haben. So sind mittelschwere PEI-
Polymere (~25kDa) weniger toxisch als größere Moleküle, besitzen aber eine durchschnittlich 
geringere Transfektionseffizienz (Wang et al. 2013a; Schäfer et al. 2010). Auch können 
kationische Polymere langkettig oder verzweigt synthetisiert werden und weiterhin mit Hilfe 
verschiedener chemischer Verfahren modifziert werden, beispielsweise durch eine 
sogenannte Pegylierung mit Polyethylenglycol (PEG) eine Bindung eingehen (Kievit et al. 
2009). Das PEG hat einen ladungsabschirmenden Effekt auf das PEI und vermindert dadurch 
ungewollte Wechselwirkungen mit negativ geladenen Molekülen (Malek et al. 2008). Auch 
Modifikationen durch Zuckerreste wie Mannose sind beschrieben und können in gewissem 
Grad eine spezifischere Transfektion für bestimmte Zellpopulationen gewährleisten (Smitha 
et al. 2010). Auch die Kopplung von PEI an Antikörper gegen Rezeptoren zur spezifischen 
Transfektion von Zellsubpopulationen ist beschrieben. So konnten mittels eines OKT3 
gekoppelten PEI‘s humane T-Zellen sehr spezifisch und effektiv transfiziert werden (Ogris et 
al. 2001). Eine Modifikation des PEI’s mit Aminosäuren wurde zudem in der Arbeitsgruppe 
untersucht, in welcher auch die vorliegende Arbeit entstanden ist. Speziell wurde 
niedermolekulares, verzweigtes Polyethylenimin mit Tyrosin modifiziert. Dieses wurde 
erfolgreich in vitro und auch in vivo an einem murinen xenograft Melanommodell getestet. 
Bei letzterem wurde siRNA gegen das antiapoptotische Onkogen Survivin erfolgreich und 
ohne toxische Effekte auf die Organe wie Leber, Niere oder das Immunsystem getestet. Das 
Tumorwachstum konnte durch die Transfektion mittels siRNA plus Tyrosin modifiziertem PEI 
um 50 Prozent reduziert werden (Ewe et al. 2016). 
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Nach Aufnahme der PEI-Nanopartikel, die vermutlich endosomatisch erfolgt, gelingt die 
Freisetzung der komplexierten Nukleinsäuren mit Hilfe des „Protonen-Schwamm-Effektes“ 
(Günther et al. 2011). Dieser Effekt beruht auf der chemischen Komposition des PEI-
Moleküls, wobei jedes dritte Atom aus einem protonierbaren Amino-Stickstoff besteht 
(Boussif et al. 1995). Dadurch kommt es im Bereich von großer pH-Wert Variabilität zur 
Aufnahme von Protonen und Chlorid-Ionen in das Endosom, wodurch es durch osmotische 
Schwellung zur Ruptur des Vesikels und damit Freisetzung des Gentherapeutikums kommt 
(Akinc et al. 2005). PEI‘s zeichnen sich insgesamt durch besondere Stabilität, geringe Kosten 
und eine im Vergleich sichere Anwendung aus (Kircheis et al. 1997).  
Polykationische Transfektionen sind darüber hinaus bereits erfolgreich in vivo, also im 
lebenden Organismus, eingesetzt wurden (Aigner 2006). Dort zeigten sie vor allem in Tumor-
Maus-Modellen, wie dem SKOV-3 Ovarzell-Karzinom, eine gute antiproliferative Wirkung im 
Komplex mit siRNA gegen HER-2 (Urban-Klein et al. 2005). Weiterhin wurde die in vivo 
Applikation einer siRNA in murine Lungen mit Hilfe von PEI-F25 getestet. Die radioaktiv 
markierte siRNA war bei Kopplung an PEI-F25 in den murinen Lungen deutlich länger 
nachweisbar (66 Prozent nach acht Stunden) als bei alleiniger siRNA Applikation ohne 
Transfektionsagenz (1,2 Prozent nach 8 Stunden) (Lipka et al. 2016). 
1.4.3. Magnetofektion 
Um die Effektivität und Zielgenauigkeit von Transfektionsagenzien zu erhöhen, gibt es die 
Möglichkeit, sie mit magnetischen Nanopartikeln zu koppeln, welche aber auch ohne 
Transfektionsagenz die gezielte Aufnahme von Gentherapeutika unterstützen (Plank et al. 
2003a). Die Vorteile dieser Methode sind eine Verbesserung in der Dosis-Wirkungs-
Beziehung, der Kinetik sowie die Möglichkeit der lokalisierten Nukleinsäurentransfektion 
(Plank et al. 2011). Die magnetischen Nanopartikel können aus verschiedenen Substanzen 
hergestellt werden, u.a. findet man Eisenoxide, pure Metallpartikel wie Kobalt oder 
Ferromagnete (Lu et al. 2007). Ein großes Problem in der Anwendung der Magnetofektion, 
wie man die mit Magnetpartikeln gekoppelte Transfektion bezeichnet, ist, dass es an der Luft 
sehr schnell zur Oxidation der Metallpartikel kommen kann (Lu et al. 2007). Um diesem 
Problem zu begegnen gibt es verschiedene Möglichkeiten die magnetischen Nanopartikeln 
vor dem Sauerstoff zu schützen, z.B. biokompatible Polymere oder Silizium (Yiu et al. 2010). 
Das bereits beschriebene Polyethylenimin ergibt in Kombination mit Magnetofektion eine 
hoch effiziente Transfektionsmethode (Plank et al. 2003b). Scherer et al. haben transMAGPEI 
für ihre in vitro und in vivo Versuch verwendet. Bei der kombinierten Transfektion von PEI-
Plasmid-DNA mit Magnetofektion zeigte sich eine Steigerung der Transfektionsrate um das 
Dreifache bei gleichzeitiger Verwendung von einem Magnetfeld im Vergleich zur PEI-
Plasmid-DNA Transfektion ohne Magnetpartikel (Scherer et al. 2002). Damit diese 
Transfektionsmethode auch in vivo Anwendung finden kann, müssen die magnetischen 
Nanopartikel eine gewisse Konzentration besitzen, damit sie sich durch das Magnetfeld 
effektiv steuern lassen, ohne dabei bereits toxisch auf den Organismus zu wirken. Auch muss 
sich das Magnetfeld möglichst in der Nähe des anvisierten Organs befinden (Mykhaylyk et al. 
2008). In einem in vivo Versuch von Polyak et al. wurden Ratten mit einem Stent in den 
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Karotiden einem gleichmäßigen Magntefeld ausgesetzt und der Transport von 
supermagnetischen Nanopartikeln mit biokompatiblen Polymeren zu diesem Stent 
untersucht. Die Karotiden zeigten nach der Exposition mit dem Magnetfeld eine 
gleichmäßige Besiedlung der Oberfläche mit den Nanopartikeln (Polyak et al. 2008). Trotz 
der vielen Vorteile der Magnetofektion stellt sich die Frage, ob die Magnetpartikel dem 
lebenden Organismus schaden können. Stroh et al. haben dafür Versuche an humanen 
mononukleären Zellen aus Nabelschnurblut und murinen mononukleären Zellen aus dem 
Knochenmark sowie murinen Embryostammzellen durchgeführt. Eine direkte Beeinflussung 
der Zellvitalität konnte nach der Applikation von supermagnetischen Eisenpartikeln nur bei 
letzteren beobachtet werden. Allerdings können die Magnetpartikel, obwohl sie nicht direkt 
zur Apoptose führen, dennoch die Zellphysiologie durch oxidativen Stress möglicherweise 
beeinflussen (Stroh et al. 2009).  
1.4.4. Physikalische Transfektionsmethoden 
Neben der Transfektion mit nicht-viralen Vektoren gibt es auch die Möglichkeit, die 
Zellmembran für eine gewisse Zeit so zu verändern, dass die Oligonukleotide ohne 
Hilfsmoleküle in die Zelle gelangen können. Beispiele hierfür sind Streptolysin O oder die 
Elektroporation (Spiller et al. 1998). Bei der physikalischen Methode der Elektroporation 
bilden sich für einen kurzen Moment Poren in der Zellmembran mit einer Größe im 
Nanometer-Bereich (Heller und Heller 2006). Die Transfektionseffektivität ist hoch und die 
Expression des gewünschten Genprodukts ist von langer Dauer (Li et al. 2012). Zur 
Anwendung kam diese Form der Transfektion vor allem bei Experimenten mit 
Skelettmuskulatur, da dieses Gewebe unter normalen Bedingungen nur eine geringe 
Regenerationsrate besitzt und damit das Gen länger exprimiert wird (Schertzer und Lynch 
2008). In einer Studie von Roche et al. wurde die Kontraktilität sowie die histologischen 
Veränderungen der Muskeln nach der Elektroporation an Mäusen untersucht. Um die 
ursprünglich gemessene Kontraktilität wieder herzustellen, waren 28 Tage und Myogenese 
notwendig. Außerdem fanden sich als Zeichen des Gewebsuntergangs CD68 positive 
Makrophagen im Muskel. Dies zeigt die toxische Wirkung der Elektroporation auf Gewebe 
und macht es für die humane systemische in vivo Gentherapie weitestgehend uninteressant 
(Roche et al. 2011). Streptolysin O wird in der Natur von Streptococcus pyogenes produziert 
und bindet an der Zelloberfläche an Cholesterol. Dadurch bilden sich Ringporen mit einem 
Durchmesser von 24 bis 38 Nanometern aus (Duncan und Schlegel 1975). In einer Studie von 
Brito et al., bei der Myelomzellen mit siRNA transfiziert wurden, erzielte Streptolysin O eine 
Effektivität von 80-98 Prozent und führte zu einem Zellsterben bei 10-15 Prozent (Brito et al. 
2008). Allerdings kann Streptolysin O auch zum sogenannten Rezeptorshedding führen. 
Nachgewiesen wurde dies für den Interleukin 6 und den TNFα Rezeptor. Diese können 
wiederum als Agonisten der eigentlichen Zytokine an den Zellmembranen wirken und 
dadurch Entzündungen auslösen (Walev et al. 1996). Derzeit bleiben diese 
Transfektionsmethoden daher hauptsächlich der in vitro Forschung vorbehalten, stellen hier 
allerdings ein wertvolles Werkzeug bei der Transfektion größerer Plasmide dar, welche 
schwer durch chemische Methoden transfizierbar sind (Grzesik et al. 2013). 
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1.5. Gentherapeutische Ansätze zur Behandlung der GvH-Reaktion 
1.5.1. Bisherige Methoden 
Ein neuer Ansatz in der Therapie der GvH-Komplikation ist die T-Zell spezifische 
Immuntherapie. Damit verlässt man die systemische Unterdrückung des Immunsystems, 
welche für den Patienten durch zahlreiche opportunistische Erkrankungen gekennzeichnet 
ist. Ein Therapieansatz ist die Spende von bereits erregerspezifischen Lymphozyten (Berger 
et al. 2009). Dies wurde vor allem für den Zytomegalievirus (Walter et al. 1995) sowie den 
Ebsteinbarr-Virus (Rooney et al. 1998) in klinischen Studien erprobt. Obwohl die Behandlung 
der Infektionen und die Persistenz der spezifischen T-Zellen im Empfänger gute Resultate 
zeigen, bleibt das Problem des eingeschränkten Immunsystems des Empfängers erhalten. 
Die bereits antigenspezifischen Effektorzellen haben ihre Fähigkeit auf neue unbekannte 
Pathogene zu reagieren verloren. Den Effekt der antigenspezifischen T-Zellen kann man auch 
für die gewünschte GvT-Reaktion nutzen. Leider erwies sich diese Methode als weniger 
erfolgreich als in der Behandlung der Viruserkrankungen (Berger et al. 2009). Gründe dafür 
sind Schwierigkeiten in der Isolation von tumorspezifischen Antigenen zur Stimulation sowie 
die Wirkung der T-Zellen in einem vom Tumor immungeschwächten Umfeld. Um dem 
Problem des eingeschränkten T-Zell Repertoires zu begegnen, können die Spender T-Zellen 
vor ihrer Transplantation mit antigenpräsentierenden Zellen des Empfängers inkubiert 
werden. Dadurch können alloreaktive Lymphozyten vor der Stammzelltransplantation 
detektiert und entfernt werden. Dabei werden zur Detektion sowohl Oberflächenmarker wie 
CD137 (Wehler et al. 2007) verwendet als auch Photosensitizer wie TH9402 (Mielke et al. 
2008). Verschiedene Autoren haben in ihren Arbeiten nachgewiesen, dass die GvH-Reaktion 
nur von naiven T-Zellen, jedoch nicht von Gedächtniszellen ausgelöst werden kann (Dutt et 
al. 2007; Chen et al. 2007). Daraus entwickelte sich eine neue T-Zell spezifische Therapie, bei 
der nur bestimmte Subtypen vor der Transplantation eliminiert werden. Es wurden bereits 
Versuche unternommen, CD8 positive Lymphozyten aus dem Spender Zell-Pool zu entfernen 
(Dodero et al. 2009). Eine bereits in der Klinik zur Anwendung kommende Therapie ist die 
„Selbstmord-Gen-Therapie“. Dabei werden die Lymphozyten des Spenders mit einem Gen 
für ein bestimmtes Enzym transfiziert. Dieses Enzym ist in der Lage, bei entsprechender 
Applikation eines Medikaments, die Zelle in den programmierten Zelltod zu überführen. 
Zurzeit existiert nur ein bereits in klinischen Studien getestetes Selbstmord-Gen, die 
Thymidin-Kinase (TK) des Herpes Simplex Virus. Die TK wandelt Ganciclovir, ein Nukleosid-
Analogon, durch Phosphorylierung in ein Triphosphat-Nukleotid um. Nach Einbau in die DNA 
kommt es zum Kettenabbruch in der Elongationsphase der DNA Replikation. Dadurch 
werden proliferierende Zellen an ihrer Teilung gehindert (Fyfe et al. 1978). Obwohl dieser 
Ansatz in der Praxis funktioniert, haben sich dennoch in den letzten Jahren mehrere 
Limitierungsfaktoren herauskristallisiert. Zum einen kann durch alternatives Splicing eine 
funktionsunfähige TK entstehen, wodurch auch Ganciclovir seine Wirkung verliert (Bennour 
et al. 2008). Zum anderen kommt Ganciclovir auch bei der Behandlung einer Zytomegalie-
Infektion zum Einsatz, wie sie bei immunsupprimierten Patienten nach einer 
Stammzelltransplantation häufig auftritt. Damit verbunden ist eine ungewollt starke 
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Eliminierung der TK-positiven Lymphozyten und somit einer weiteren Schwächung des 
Immunsystems. Außerdem sind die gentechnisch veränderten Lymphozyten immunogen. 
Auch in einem abwehrgeschwächten Empfänger kann dies zu einer Immunreaktion gegen 
die Spender-Lymphozyten führen (Mercier-Letondal et al. 2008). Auch um die erwünschte 
GvT-Reaktion zu unterstützen, welche auf ähnlichen immunologischen Effekten beruht wie 
die GvH-Reaktion, gibt es gentherapeutische Ansatzpunkte. Dabei werden hochspezifische T-
Zell-Rezeptor Gene gegen Tumorantigene von zytotoxischen T-Zellen in Spender-
Lymphozyten eingebracht. Ein Langzeitüberleben der Spender-Zellen im Empfänger sowie 
eine hohe Expression des tumorspezifischen Rezeptors blieben dabei jedoch aus (Burns et al. 
2009). Die gentechnisch veränderten T-Zellen enthalten außerdem weiterhin eigene T-Zell-
Rezeptor Gene, wodurch es bei deren Produktion zu Fehlpaarungen kommen kann 
(Heemskerk et al. 2007). Der T-Zell-Rezeptor als Ort der Antigenerkennung und Aktivierung 
der Proliferation kann und wird bereits als Therapieansatz bei der GvH-Reaktion genutzt. 
Sang et al. haben in einem murinen Modell die Blockade der T-Zell-Aktivierung durch einen 
lentiviralen Vektor, welcher eine CD28 shRNA exprimiert, gezeigt. Dadurch wird die T-Zell 
Koaktivierung via CD28/B7 unterdrückt. Die GvH-Reaktion wurde dadurch signifikant 
erniedrigt und die Überlebenszeit signifikant verlängert (60 Prozent der Mäuse zeigten ein 
Langzeitüberleben) (Sang et al. 2011).  
1.5.2. Aufgabenstellung 
In dieser Arbeit soll ebenfalls ein gentherapeutischer Ansatz zur Behandlung der GvH-
Reaktion verfolgt werden. Da virale Vektoren ein potentiell höheres Risiko für 
Nebenwirkungen tragen, wurden Methoden der Nanopartikel vermittelten Transfektion 
verwendet. Als Zielgewebe wurden T-Zellen als essentielle pathologische Komponente der 
GvH-Reaktion ausgewählt. Als Zielgene wurden T-Zell aktivierende Gene, insbesondere Gene 
des aktivierenden T-Zell-Rezeptor-Komplexes, gewählt. Diese wurden mit Hilfe eines 
antisense basierten gentherapeutischen Ansatzes in ihrer Expression reduziert. Die 
Reduktion der Zielgen-Expression und deren Auswirkung auf die immunologische Funktion 
der T-Zellen wurde in vitro in murinen primären Zellen (Milz) und einer T-Krebszelllinie 
(RLD1) untersucht. Des Weiteren erfolgte die Anwendung in vitro vielversprechender 
antisene Moleküle in vivo in einem murinen GvHD-Model. Hierbei erfolgte die Nanopartikel-
vermittelte Transfektion therapeutischer antisense Moleküle ex vivo in ein 
Stammzelltransplantat, gewonnen aus Spendern eines von den Empfängertieren 
verschiedenen Mausstammes (C57BL/6 in BALB/c). Die Experimente in der Maus stellen die 
Voraussetzung für die Entwicklung einer humanspezifischen anti-GvH Gentherapie dar. Als 
Endprodukt erhoffen wir uns eine völlig neuartige Klasse von hochspezifischen 
immunmodulierenden Therapeutika (die dann der Klasse der ATMP‘s angehören würden), 
welche die GvH-Reaktion effektiver verhindern oder therapieren könnten, ohne die 
Nebenwirkungen der bisherigen Medikamente zu besitzen. Diese könnten potentiell nicht 
nur zur Behandlung der GvH-Komplikation, sondern einer Vielzahl von anderen 
Immunerkrankungen eingesetzt werden, die eine ähnliche Ätiologie besitzen (Rheumatoide 
Arthritis, Lupus Erythematodes).   
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2. Material und Methoden 
2.1. In Vitro Versuche 
2.1.1. Primäre Immunzellen und Zelllinien 
Für die in vitro Versuche wurden zwei murine Zellmodelle verwendet. Zum einen die 
Krebszelllinie RLD1, welche leicht kultivierbar ist und ungehemmt proliferiert (Keibler et al. 
2012) und frische primäre Milzzellen , welche in den späteren in vivo Versuchen auch Teil 
des hämatopoetischen Stammzelltransplantates sind.  
Bei den RLD1 Zellen (ACC-415) handelt es sich um murine Leukämiezellen, welche durch die 
Infektion von Mäusen mit dem Rauscher Leukämievirus entstanden sind. Sie besitzen 
Oberflächenmarker, die für T-Zellen charakteristisch sind (Both et al. 1983). In dieser Arbeit 
wurden sie in Kulturmedium, bestehend aus RPMI-Medium 1640 (Gibco® von Life 
Technologies, Carlsbad, USA) mit zehn Prozent fetalem Kälberserum (FKS) (Gibco® von Life 
Technologies), in 250 ml Zellkulturflaschen mit Filter (CELLSTAR® von Greiner Bio-one, 
Frickenhausen, Deutschland) bei 37°C und fünf Prozent Kohlenstoffdioxid bei 100 Prozent 
Luftfeuchte kultiviert. Das verwendete FKS wurde zuvor für mindestens eine Stunde bei 56°C 
zur Inaktivierung des Komplementsystems behandelt. Eine Zellzählung und Splittung erfolgte 
alle zwei Tage, sodass das Wachstum in einer Konzentration von 0,3-0,5 Millionen Zellen pro 
ml Kulturmedium erfolgte. Die Asservierung von 50 Millionen Zellen erfolgte in 1 ml 
Einfriermedium, bestehend aus 100 µl DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) und 900 µl FKS, 
in Cryotubes. Anschließend wurden die Cryotubes in einer Mr. Frosty Einfrierhilfe (Nalgene, 
Thermo Scientific, Waltham, USA) in -80°C überführt und nach einer erfolgten 
Auftaukontrolle nach drei bis vier Tagen im -150°C Tiefkühlschrank oder flüssigem Stickstoff 
gelagert. Das Auftauen der Zellen erfolgte in 9 ml Kulturmedium bei Raumtemperatur in 15 
ml Falcons und einer sich anschließenden Zentrifugation bei 90 x g bei 20°C für zehn 
Minuten. Dieser Waschschritt wurde einmal wiederholt und die Zellvitalität ermittelt. Die 
Bestimmung der Zellvitalität erfolgte durch eine Trypanblaufärbung. Dabei nehmen 
nekrotische oder apoptotische Zellen, deren Membranstabilität nicht mehr gegeben ist, den 
Trypanblau-Farbstoff passiv auf und gelten als nicht vital. Die Zellen wurden 1:1 mit einer 
aliquotierten und steril filtrierten (0,22µm Filter von Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Trypanblau-Lösung versetzt (0,1 g Trypanblau von AppliChem, Darmstadt, Deutschland in 2 
ml Aqua destilliert) und mit Hilfe einer Neubauer improved Zählkammer (Heinz Herenz, 
Hamburg, Deutschland) gezählt (Zellen je Großquadrat geteilt durch Verdünnungsfaktor x 
10.000 = Zellzahl / ml bei Kantenlängen von 1 x 1 mm und 0,1 mm Schichtdicke des 
Großquadrates).  
Die Euthanasie der Spendertiere der Milzen erfolgte mittels Kohlenstoffdioxid entsprechend 
der Genehmigung der Tierschutzkommission (T95/11, T75/13). Die von einer adulten CD1 
Maus entnommene Milz wurde in einem 2 ml Tube in 0,5 ml DPBS (Dulbecco’s Phosphat 
gepufferte Salzlösung) (Gibco® von Life Technologies) aufgenommen und steril mit einem 70 
µm Zellsieb (BD, New Jersey, USA) vereinzelt. Anschließend wurde mit 10 ml DPBS das Sieb 
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gespült und bei 300 x g und 20°C fünf Minuten zentrifugiert. Die Zellen wurden ein weiteres 
Mal mit 10 ml DPBS gewaschen und wie bereits angegeben zentrifugiert. Danach wurde das 
Zellpellet in 1 ml Kulturmedium aufgenommen und die Zellzahl bestimmt. 
2.1.2. Stimulation der murinen Zellen 
Die murinen Zellen wurden mit verschiedenen Stimulanzien in verschiedenen 
Konzentrationen versetzt um ein geeignetes Stimulationsprotokoll zu ermitteln, welches zur 
Heraufregulation der untersuchten Zytokine führte. Damit sollte ein funktioneller 
quantitativer Vergleich zwischen transfizierten und nicht-transfizierten Zellen ermöglicht 
werden.  
Stimulans Funktion Herkunft Hersteller Menge Bereits eingesetzt 
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Tabelle 5 Übersicht über die verwendeten Stimulanzien der in vitro Versuche. Zur Stimulation der RLD1 und 
primären Milzzellen wurden Concanavalin A, Phytohämagglutinin sowie die Antikörper aCD3 und aCD28 
verwendet. Aufgeführt sind jeweils die spezifische Funktion, die Herkunft, der Hersteller, die verwendeten 
Konzentrationen und Beispiele aus der Literatur. 
Die Stimulation der RLD1 und murinen Milzzellen erfolgte mit den in Tabelle 5 aufgelisteten 
Substanzen in einer 96-Well Platte (TPP, Trasadingen, Schweiz). Der aCD3 Antikörper wurde 
vor Zugabe der Zellen zwei Stunden bei 37°C, 100 Prozent Luftfeuchte und fünf Prozent 
Kohlenstoffdioxid im Brutschrank oder bei 4°C über Nacht an den Boden des Kulturgefäßes 
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adhäriert. Nicht anhaftende Antikörper wurden anschließend entfernt und jedes Well mit 
200 µl DPBS gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe von einer halben Million Zellen in 200 µl 
Kulturmedium je Well und die Stimulation mit dem aCD28 Antikörper. Des Weiteren erfolgte 
eine Stimulation mit PHA sowie mit ConA sowohl einzeln als auch in Kombination mit den 
Antikörpern. Nach der Stimulation schloss sich eine Inkubation der Zellen bei 37°C, 100 
Prozent Luftfeuchte und fünf Prozent Kohlenstoffdioxid mit täglicher Mikroskopkontrolle 
und Zellvitalitätenbestimmung an. Am Tag vier wurden die Zellen durch die Vereinigung von 
je vier Wells mit den gleichen Stimulationsbedingungen geerntet. Es wurde erneut die 
Zellzahl bestimmt und die Zellen wurden bei 300 x g und 20°C für fünf Minuten zentrifugiert. 
Außerdem fand ein Waschschritt der Wells mit 100 µl Kulturmedium und erneutem 
Zentrifugieren statt. Das Zellpellet wurde dann mit 0,5 - 1 ml Trizol (Life Technologies) 
versetzt und bei -20°C eingefroren bis zur RNA-Isolation. Schloss sich an die Zellernte keine 
RNA-Isolation, sondern eine durchflusszytometrische Analyse (FACS) an, wurden die Wells 
getrennt geerntet und nach der bereits beschriebenen Pelletierung mit 1 ml DPBS 
gewaschen und in 200 µl FACS-PBS (bestehend aus einprozentigem Paraformaldehyd 
(Mephisto, Frankfurt/Main, Deutschland) und phosphatgepufferter Salzlösung) 
aufgenommen. 
Die RNA-Isolation erfolgte durch Trizol (Life Technologies) entsprechend dem 
Herstellerprotokoll. Im Detail wurden die pelletierten Zellen oder das homogenisierte 
Gewebe unter RNase freien Bedingungen mit 0,5 oder 1 ml Trizol versetzt. Durch 
mehrfaches Pipettieren und Schütteln wurde eine Lyse erreicht. Im Anschluss erfolgte die 
Zugabe von 0,1 – 0,2 ml Chloroform (AppliChem) und nach einer Zentrifugation bei 1200 x g, 
4°C für 15 min stellte sich eine Phasentrennung ein. Dabei bildete sich eine rote Phenol-
Chloroform-Phase am Boden, eine Interphase und die farblose obere RNA-enthaltende 
Phase. Letztere wurde abgenommen und in ein RNase-freies Tube gegeben. Anschließend 
wurden 0,25 – 0,5 ml Isopropanol (AppliChem) sowie 1 µl Glycoblue (Life Technologies) zur 
besseren Sichtbarkeit des Pellets zugegeben. Nach dem Durchmischen erfolgte eine 
Inkubation für zehn Minuten bei Raumtemperatur und eine sich anschließende 
Zentrifugation bei 12000 x g, 4°C für zehn Minuten. Nach diesem Schritt wurde auf Eis 
gearbeitet. Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen und das RNA-Pellet wurde mit 0,5-
1 ml 75 prozentigem Ethanol (Roth, Karlsruhe, Deutschland) durch mehrfaches Vortexen 
gewaschen. Es schloss sich eine Zentrifugation bei 7400 x g und 4°C für fünf Minuten an. 
Anschließend wurde das RNA-Pellet für 15-30 min getrocknet. Die Elution erfolgte mit 13-30 
µl RNase freiem Wasser (AppliChem). Die eluierte RNA wurde im Fotospektrometer 
NanoDrop 2000 bei 260, 280 und 320 nm vermessen um die Konzentration ([µg/ml] = OD260 
× 40 µg/ml × Verdünnungsfaktor) und den Reinheitsgrad (260nm/280nm) zu bestimmen. 
Die Reverse Transkription der RNA erfolgte mit dem RevertAid H Minus First Strand cDNA 
(complementary) Synthesis Kit von Thermo Scientific (Waltham, USA). Es wurden 2-5 µg RNA 
Template eingesetzt. Initial wurde dabei Oligo(dT)18 Primer im 1:1 Gemisch mit Random 
Hexamer-Primer in einer Menge von je 0,5 µg Primer zu 1 µg Template bei 70°C für fünf 





Abkühlung des Reaktionsmixes auf maximal 37°C und die Zugabe des Reaktionsmixes 
bestehend aus RevertAid H Minus Reverser Transkriptase, RiboLock RNase Inhibitor, 5-
fachem Reaktions-Puffer und dNTP Mix. Die Reverse Transkription fand bei 42°C für 60 min 
statt. Die Reaktion wurde anschließend bei 70°C für zehn Minuten gestoppt. Im Anschluss 
erfolgte die Verdünnung des cDNA Stocks auf Arbeitskonzentrationen von 25-50 ng/µl, 
wobei die zu Grunde liegende RNA Menge im Reaktionsansatz ausschlaggebend war.  
Um die Qualität der cDNA zu überprüfen, erfolgte die Amplifikation zweier Housekeeping-
Gene (rplp0: for-GGCGACCTGGAAGTCCAACT, rev-CCATCAGCACCACAGCCTTC; hprt1: for-
GCTGACCTGCTGGATTACAT, rev-TTGGGGCTGTACTGCTTAAC) in einer Duplex-PCR 
Reaktion und die anschließende Vermessung der entstandenen Amplifikate durch Agarose-
Gel-Elektrophorese (Abbildung 4). Die Duplex-PCR wurde dabei unter folgenden 
Reaktionsbedingungen durchgeführt: 
 Template Konzentrationen zwischen 50-200 ng cDNA (entsprechend der RNA-Menge 
im reversen Transkriptionsansatz) 
 0,08 U/µl Ansatz Hot Fire Pol Taq (Solis BioDyne, Tartu, Estland, Cat. No.: 01-02-
00500) in 1-fach Puffer 
 2,5 mM MgCl2,  
 0,2 mM dNTP-Mix 
 je Primer 0,3 µM 
in PCR sauberem Wasser (AppliChem) auf Eis. Das Ansatzvolumen entsprach 20 µl und die 
Zyklusanzahl 45, wobei folgendes PCR-Protokoll eingehalten wurde: 
o initiales Schmelzen des Templates für 15 min bei 95°C 
Zyklen bestehend aus:  
o Schmelzen für 20s bei 95°C 
o Primer-Annealing für 20s bei 58-60°C 
o Elongation bei 72°C 
 
Abbildung 4 Gelbild zur qualitativen Kontrolle der cDNA Produkte. Im Anschluss an die RNA-
Isolation und Reverse Transkription erfolgte in einer Duplex PCR die Amplifikation zweier 
Housekeeping-Gene rplp0 und hprt1 zur Sicherung der Qualität der Proben vor der weiteren 
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Im Anschluss erfolgte das Herunterkühlen des Reaktionsmixes auf 12°C und die Überprüfung 
der PCR-Produkte per Agarose-Gel-Elektrophorese in einem zweiprozentigem Agarosegel 
(Roth) mit 5 µl SYBR Safe (10000-fach konzentriert in DMSO, Life Technologies) pro 50 ml 
einprozentigem Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) (Roth). Als DNA-Leiter wurde die 
Perfect DNA 50 bp (Basenpaare) Ladder von Novagen (Merck, Cat. No.: 70538-3) verwendet. 
Vor Auftragung der Proben in die Geltaschen wurde je 5 µl Probe 1 µl Probenpuffer 
(Novagen von Merck, Cat. No.: 69180-3) zugegeben. Das Gelbild wurde mit dem Vilber 
Lourmat (Eberhardzell, Deutschland) aufgenommen und die Banden optisch semiquantitativ 
beurteilt.  
Zur qualitativen und quantitativen Einschätzung des Stimulationserfolges wurde die 
Expression von T-Zell spezifischen Zytokin-Genen mittels quantitativer PCR (qPCR, Real-Time 
PCR) ermittelt. Das Prinzip der qPCR basiert auf dem Monitoring der Amplifikation von 
doppelsträngiger DNA durch die Anlagerung eines Farbstoffs, z.B. SYBR Green (Schlesinger et 
al. 2010). Eine Übersicht über die verwendeten Primer findet sich in Tabelle 6 S.30. 








































 1/4 325 1313 90 28691.1 (RTPrimerDB - 
Search results) 
ID3355 
il 2 CCCTTGCTAATCACTCCTCA 
GAGCTCCTGTAGGTCCATCA 
1 217  50 17316.1 BIOMOL 
il 4 ACAGGAGAAGGGACGCCAT 
GAAGCCCTACAGACGAGCTCA 
1/3 95  55 24682.1 (Giulietti et al. 
2001) 
Il 6 CTACCCCAATTTCCAATGCT 
ACCACAGTGAGGAATGTCCA 
5 187  50 19153.1 BIOMOL 
cd8a GCCAGTCCTTCAGAAAGTGA 
TGATGATCAAGGACAGCAGA 
1/3 215 871 52 39507.1 BIOMOL 
il 10 AGTGGAGCAGGTGAAGAGTG 
TTCGGAGAGAGGTACAAACG 
4/5 250  50 15265.1 BIOMOL 
hprt1 GCTGACCTGCTGGATTACAT 
TTGGGGCTGTACTGCTTAAC 
2/6 242  51 40972.1 BIOMOL 
cd4 CTGACTCTGACTCTGGACAAAGG 
GCAGCGTGTCTGCTACATTC 
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Tabelle 6 Primer für die qPCR. In der Tabelle werden alle für die Real Time PCR verwendeten Primer anhand ihrer forward und reverse Sequenz, der Exon/Exon 




Die Sequenzen der Zytokin-Gene von den selbst designten Primern (von Frau Dr. Jana 
Burkhardt) wurden mittels der Gene Datenbank aus NCBI ermittelt. Über die CCDS 
Datenbank gelangt man an die Exon-Struktur der Nukleotid-Sequenz. Die Primerpaare 
sollten dabei mindestens ein Intron oder eine Exon/Exon-Grenze überspannen. Über die 
Software Netprimer von PREMIER Biosoft (Palo Alto) Version 6.2 wurden die Primer auf ihre 
Sekundärstruktur untersucht; speziell auf hairpin-Strukturen, Dimer und Cross-Dimer 
Bildung. Des Weiteren wurden die Primer mit UCSC Genome Bioinformatics mit der 
Genomdatenbank der Maus vom Juli 2007 (NCBI37/mm9) auf Übereinstimmungen 
untersucht. Als letzter Schritt wurde noch die Stelle, an welcher der ermittelte Primer binden 
soll, auf single nucleotide polymorphisms (SNP’s) mit der SNP Datenbank von NCBI (build 
138, Phase 1) geprüft (Sayers et al. 2011). 
Für die qPCR Reaktion wurden eingesetzt: 
 5x HOT FIREPol® Probe qPCR Mix Plus (ROX) (Cat. No.: 08-14-00008) von Solis Biodyne 
als Mastermix, einfach eingesetzt 
 je Primer 0,15 µM 
 Template Konzentrationen von standardmäßig 100 ng, mind. 50 ng 
Der Reaktionsansatz wurde mit PCR sauberem Wasser (AppliChem) auf 20 µl Endvolumen 
gebracht. Die Reaktion wurde im Anschluss im ABI Cycler 7500 Fast von Applied Biosystems 
(Life Technologies) durchgeführt, wobei folgendes Amplifikations-Protokoll eingesetzt 
wurde: 
o Initiale Aufschmelzungsphase 95°C für 15 min 
Anschließend folgten 40 Zyklen mit je 
o 15s Denaturierungsphase bei 95°C 
o 20s Primerannealing bei 60°C 
o 30s Elongationsphase bei 72°C 
 
Zuletzt wurde zu Qualitätskontrollzwecken eine Schmelzk
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Als Maßzahl für die Expressionsmenge eines Transkriptes diente der am Beginn der 
exponentiellen Phase im Amplifikationsverlauf erstmals signifikant über die 
Hintergrundfluoreszenz erhöhte Zykluswert, der sogenannte cycle treshold (CT). Die CT-Werte 
der Zytokin-Gene wurden im Anschluss mit der Expression der zelleigenen Housekeeping-
Gene (i.d.R. rplp0) für die basale Expression der Zelle durch Bildung der Differenz 
normalisiert. Zum Vergleich der verschieden behandelten Proben wurden ebenfalls 
Differenzen gebildet und die Umrechnung auf x-fache Expressionsmenge anhand der Potenz 
2n berechnet, wobei der Exponent n die Differenz der individuellen CT‘s beschreibt. 
2.1.3. Transfektion 
In dieser Arbeit wurden Antisense Oligonukleotide, speziell Phosphorothioate mit einer 
Methylierung am 2’O der Ribose, verwendet. Mit Hilfe dieser sollte die prä-mRNA der 
Zielgene cd4 und cd28 alternativ gesplicet werden. Genauer sollten die 
Transmembrandomänen der Komponenten des T-Zell-Rezeptors übersprungen („geskippt“) 
werden und die lösliche Isoform entstehen. Dabei kamen verschiedene 
Transfektionsmethoden zum Einsatz, um die Oligonukleotide in die Zelle, an den Ort ihrer 
Wirkung, zu bringen. 
Die Antisense Oligonukleotide wurden gegen die in Tabelle 7 aufgelisteten murinen T-
Zellrezeptor Gene entworfen (Frau Dr. Jana Burkhardt). Hierbei wurde im Allgemeinen 
entsprechend der in der Literatur gängigen Protokolle vorgegangen, beispielsweise nach 
Aartsma-Rus (Aartsma-Rus 2012b). Sie mussten entsprechende Kriterien erfüllen wie eine 
Resistenz gegen Exo- und Endonukleasen sowie praktikable thermodynamische 
Eigenschaften. Außerdem musste die Zielsequenz des Oligonukleotids innerhalb der mRNA 
Tabelle 7 Oligonukleotide. Dargestellt sind die drei Oligonukleotide, welche mit den beiden 
Transfektionsagenzien Polyethylenimin und Ibafect transfiziert wurden. Außerdem das Zielgen, gegen 
welches sie gerichtet sind, sowie der Funktion des Zielgens, das Exon der Transmebrandomäne des 
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gut erreichbar sein und sollte diejenigen Sequenzen enthalten, welche für das Splicen des 
Exons essentiell sind. Als Ziel-Abschnitt in einem Rezeptor-Gen diente dabei das Exon, 
welches die Transmembran-Domäne des Rezeptors enthält. Damit sollte die als Rezeptor 
fungierende Isoform des Gens bei gleichzeitiger Bildung der löslichen Isoform in ihrer 
Expression vermindert werden. Diese kann zur Blockade der T-Zell-Aktivierung via des MHC-
T-Zell-Rezeptor Komplexes beitragen. In einem ersten Schritt wurde daher über den 
TMHMM Server 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) die Transmembrandomäne 
des Rezeptors innerhalb der Translationssequenz ermittelt. Anschließend wurden die Splice 
Sites mittels http://www.umd.be/HSF/ ermittelt. Dabei ist darauf zu achten, dass man 
möglichst das Oligonukleotid gegen eine Sequenz am Beginn der Transmembrandomäne des 
Exons richtet. Die primäre Struktur der RNA ist durch ihre Nukleotidsequenz bestimmt, 
wobei die Sekundärstruktur ihre Anordnung im Raum bestimmt und damit auch Einfluss auf 
die Translation, das Splicing und die Stabilität hat (Mauger et al. 2013). Die Sekundärstruktur 
der Ziel-Splicing-Site sowie die zwischen Exon und Oligonukleotid und die Interaktion mit der 
gesamten mRNA wurde durch die Software mfold Version 3.6. 
(http://mfold.rna.albany.edu/?q=unafold-man-pages/ss-count.pl) untersucht. Ein Score von 
vier bis zwölf wurde dabei als partiell offen und damit als geeignet angesehen. Anschließend 
wurde über die Möglichkeit von Reverse Compliment (z.B. 
http://arep.med.harvard.edu/labgc/adnan/projects/Utilities/revcomp.html) die 
enstprechende RNA Oligonukleotidsequenz ermittelt. Daraus ergaben sich drei bis vier 
mögliche Oligonukleotidsequenzen, welche noch auf weitere Merkmale überprüft werden 
mussten. Außerdem sollten Bereiche mit dreifacher Ansammlung von Cytosin oder Guanin 
gemieden werden, da diese zu einer verstärkten Selbsthybridisierung der Oligonukleotide 
neigen. Die nun noch geeigneten Oligonukleotide wurden zuerst auf einen GC-Gehalt von 
40-60 Prozent sowie auf eine Länge von 18-22 Basenpaaren überprüft. Anschließend erfolgte 
die Selektion nach der Schmelztemperatur, welche mindestens 48°C betragen sollte 
(http://www.unc.edu/~cail/biotool/oligo/index.html). Über eine weitere Software 
(http://rna.urmc.rochester.edu/rnastructure.html) wird die Bindungs-Energie innerhalb des 
Oligonukleotids, die größer minus vier sein sollte und die Energie zwischen zwei 
Oligonukleotiden, die größer als minus fünf sein sollte, überprüft. Nun musste noch die freie 
Energie zwischen der mRNA und dem Oligonukleotid bestimmt werden, welche ideal 
zwischen 21 und 28 liegen sollte. Zuletzt musste die ermittelte Sequenz, wie bereits beim 
Primer-Design beschrieben, auf Genomsequenzübereinstimmungen (via Blat) untersucht 
werden. 
Die Transfektion der Zellen erfolgte mit IBAfect/MA Enhancer (Promocell, Heidelberg, 
Deutschland) und Polyethylenimin F25 (Prof. Aigner, Klinische Pharmakologie, Universität 
Leipzig). Die Transfektion mittels IBAfect basiert auf Liposomenbildung, verstärkt durch 
magnetische Enhancer Nanopartikel (=Magnetofektion; Abbildung 7). Die Zellen wurden mit 
einer Konzentration von 0,5 Millionen pro Well (96 Well Platte) in 150 µl Medium 
vorbereitet. Da es sich um suspensorische Zellen handelt, wurde nach Standarprotokoll 30 µl 
MATra-S Immobilizer (Promocell) pro 1 ml Zellsuspension zugegeben um einen 
 
Zellmonolayer zu induzieren, welcher die Magnetofektion mittels Ibafect/Ma Enhancer 
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Zellen gegeben. Nach einer dreitätigen Inkubation bei 37°C, fünf Prozent Kohlenstoffdioxid 
und 100 Prozent Luftfeuchte erfolgte die Ernte der Zellen. Dabei wurden die identisch 
behandelten Wells zu einer Probe vereinigt und bei 20°C und 300 x g für fünf Minuten 
zentrifugiert. Die Wells wurden mit 100 µl Kulturmedium erneut gewaschen und die Vitalität 
wurde bestimmt. Das letzte Zellpellet wurde bis zur RNA Isolation bei -20°C gelagert.  
Die Transfektionsansätze des in vivo Versuches wurden für vier Stunden bei 37°C, fünf 
Prozent Kohlenstoffdioxid und 100 Prozent Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach vier Stunden 
Inkubation wurde je Tier ein Well entsprechend einem ex vivo Transfektionsansatz geerntet. 
Hierzu wurden je 1-2 ml der Zellsuspension in 1,5 ml Tubes überführt und abzentrifugiert 
(300 x g, fünf min), die Wells mit je 1 ml PBS gespült und die Spülsuspension auf das schon 
vorhandene Pelett gegeben und erneut abzentrifugiert. Anschließend wurde das Zellpelett 
mit zweimal je 1 ml PBS gewaschen und in 100 µl 0,9 prozentiger NaCl-Lösung 
aufgenommen. 
Es schloss sich eine RNA-Isolation und qPCR unter den gleichen Bedingungen, wie bereits 
unter 2.1.2. erläutert, an. Eine Auflistung der Primer für die quantitative Splicekontrolle der 
Zielgene findet sich in Tabelle 8. Mittels Gelelektrophorese sollte das um die 
Transmembrandomäne verkürzte mRNA Transkript sichtbar gemacht werden. Außerdem 
wurden die transfizierten Zellen hinsichtlich der Expression ihrer Zielgene 
durchflusszytometrisch (FACS) analysiert. 
Die Proben wurden mit dem FACSCanto™ II von BD analysiert und mit den Antikörpern 
gegen CD3e (PerCP Hamster von BD, Cat. No.: 553067), CD4 (APC Rat von BD, Cat. No.: 
553051) und CD28 (PE Hamster von BD, Cat. No.: 553297) gefärbt. Die Duplikate wurden 
Tabelle 8 Primer für die quantitativen Splicekontrollen. Auflistung der beiden Primer für die 
quantitativen Real Time PCR Splice-Kontrollen. Diese beeinhalten das Zielexon und sollten durch die 
Transfektion mit den AON’s in ihrer Expression gemindert werden. In der Tabelle ist die forward und 
reverse Sequenz, das Zielexon, die Größe der cDNA, die Schmelztemperatur in °C, die Consensus CDS 
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Anschließend wurde pro Probe 1 ml FACS Lysing Solution (BD) pipettiert und erneut im 
Dunkeln für zehn Minuten inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 300 x g und 20°C für fünf 
Minuten und einem zweimaligen Waschschritt mit 1 ml PBS wurde der Überstand 
verworfen. Das Zellpellet wurde mit 100 µl PBS versetzt und mit FACSCanto™ II von BD 
analysiert. 
Am Versuchstag erfolgte die Bestrahlung der Empfängertiere vier Stunden vor der 
Transplantation mit 0,4 Gy/g Körpergewicht, max. 8 Gy je Tier, durch die radiologische 
Abteilung der Universität Leipzig unter Leitung der Strahlenschutzbeauftragten Frau Dr. vet. 
med P. Fink-Sterba.  
Die 30 Versuchstiere wurden in zehn Gruppen eingeteilt, siehe Tabelle 9. Jedem 
Empfängertier wurde intravenös in die Schwanzvene 150 µl Testsubstanz unter 
Äthernarkose appliziert, wobei die Bestrahlungskontrolle 0,9 prozentige NaCl-Lösung erhielt 
und alle anderen Tiere mit je 20 Millionen Knochenmarks- und je 20 Millionen Milzzellen 
transplantiert wurden. Zur Gewinnung der Knochenmarkzellen wurden die großen 
Röhrenknochen der Beine (Tibia, Femur) der Spendertiere präpariert, von Muskel befreit 
und mehrmals durchspült mit sterilem PBS. Die so gewonnenen Suspensionen wurden über 
alle Spendertiere vereinigt und anschließend durch Behandlung mit einem Sieb von 
Knochenbestandteilen befreit. Zur Charakterisierung der Stammzellfaktoren wurde das, die 
hämatopoetischen Stammzellen enthaltende Knochenmark, durchflusszytometrisch 
analysiert. 
Dabei kamen folgende Antikörper zum Einsatz: aCD45 (BD, Cat. No.: 553985), aCD90 (BD, 
Cat. No.: 550543), aCD11b (BD, Cat. No.: 552773), aCD117 (BD, Cat. No.: 553087) und aCD31 
(BD, 558738). CD45, eine Tyrosinphosphatase, befindet sich auf allen kernhaltigen 
hämatopoetischen Zellen (Porcu et al. 2012). Sie beeinflusst die antigenabhängige 











PEI und aCD28 
Therapiegruppe 





IBAfect und aCD28 
Therapiegruppe 




B413 B415 B419 B422 B425 B428 B431 B434 B437 B440 
B414 B417 B420 B423 B426 B429 B432 B435 B438 B441 
 B418 B421 B424 B427 B430 B433 B436 B439 B442 
Tabelle 9 Einteilung der Tiergruppen. Außer den Bestrahlungskontrollen, welche kein Transplantat 
erhielten, wurden jeder Gruppe 3 Tiere zugeteilt. Die GvH-Kontrolle erhielt ein Transplantat aus je 20 
Mio. unbehandelten Knochenmarks- und Milzzellen, die Transfektionskontrollen erhielten das 
Transplantat, wobei die Milzzellen ex vivo mit Transfektionsagenz aber unfunktionellem nonsense AON 
behandelt wurden und die Therapiegruppen erhielten jeweils das Transplantat mit ex vivo in Milzzellen 
transfiziertem funktionellem AON. 
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kombinierten Immundefizienz führt (SCID) (Hermiston et al. 2003). Sowohl die positive als 
auch die negative Selektion im Thymus der Lymphozyten ist gestört. Dadurch wird die 
suffiziente Entwicklung des Sekundärrezeptors der T-Zelle verhindert (Mee et al. 1999). 
CD90 wird nicht nur auf hämatopoetischen Stammzellen, sondern beim Menschen auch auf 
Fibroblasten, Neuronen und aktivierten Endothelzellen exprimiert (Kollert et al. 2013). Dabei 
ist es im entzündeten Gewebe stark erhöht und an der Extravasation von neutrophilen 
Granulozyten und Monozyten beteiligt (Schubert et al. 2011). In einer Studie von Takeuchi et 
al. zeigte sich außerdem eine Erhöhung von CD90 auf Endothelzellen der Haut nach 
allogener Hauttransplantation (Takeuchi et al. 1997). CD11b positive dendritische Zellen sind 
an der Antigenpräsentation gegenüber CD4 positiven T-Zellen beteiligt und produzieren 
proinflammatorische Zytokine in großen Mengen (Plantinga et al. 2013). In einer Studie von 
Park et al. zeigte sich, dass die CD11b positiven dendritischen Zellen, rekrutiert aus der Milz, 
an der oralen Toleranzentwicklung von Mäusen gegenüber der rheumatoiden Arthritis 
beteiligt sind (Park et al. 2012). CD117 ist ein Wachstumshormonrezeptor und entscheidend 
an der Neubildung und Entwicklung von hämatopoetischen Zellen beteiligt (Miyamoto et al. 
2012). CD31 ist ein Adhäsionsmolekül für z.B. neutrophile Granulozyten an entzündeten 
Stellen im Gewebe (Nadi et al. 2012). Ein Genpolymorphismus kann das Auftreten der GvH- 
Reaktion erhöhen, wenn die Spender der hämatopoetischen Stammzellen heterozygote 
Genotypträger des CD31 Polymorphismus sind (Goodman et al. 2008).  
Milzzellen wurden ebenfalls aus den Spendertieren durch Präparation der Milzen sowie 
Zellvereinzelung durch ein Zellsieb (70 µm, BD) gewonnen und vereinigt.  
Vier Stunden vor der Transplantation erfolgte die gentherapeutische Behandlung der 
gewonnenen Milzzellen ex vivo. Dabei wurden die Milzzellen auf einer sechs Well Platte mit 
je 20 Millionen Zellen pro Well in 2,5 ml Kulturmedium ausgesät und transfiziert. 
Die Transfektion erfolgte wie im weiter oben beschriebenen Protokoll (s. Seite 34/35).  
Tabelle 10 Cooke Score. Anhand des klinischen Scores von Cooke et al. wurden die Versuchstiere täglich 
eingeschätzt (Cooke et al. 1996). Dabei wurden je nach Ausprägung von Gewichtsverlust, Haltung, 
Mobilität, Felltextur und Haut unterschiedliche Punktzahlen vergeben und damit die schwere der GvH-
Reaktion abgeschätzt. 
Kriterium Grad 0 Grad 0,5-1 Grad 1,5-2 
Gewichtsverlust < 10% Grad 1: > 10% bis < 25% Grad 2: > 25% 
Haltung normal bucklig im Sitzen stark bucklig, beeinträchtigte 
Bewegung 
Mobilität normal leicht bis mittelstark 
verringert 
regungslos außer bei Stimulation 
Felltextur normal leicht starkes Sträuben/ungepflegt 
Haut normal schuppig an Pfote und 
Schwanz 
sichtbare Areale entblößter Haut 
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Als weitere Kontrollen, neben der Bestrahlungskontrolle, dienten Empfängertiere, welche 
Milzzellen erhielten, die ohne Transfektionsreagenz oder mit Transfektionsreagenzien und 
Nonsense-Oligonukleotid ebenfalls für vier Stunden inkubiert wurden. 
Zur Kontrolle des Transfektionserfolges wurde außerdem eine Transfektionskontrolle 
mitgeführt. Dabei wurden pro Well eine Million gepoolte Milzzellen mit 0,5 µg eines 
fluoreszenz-markierten Nonsense-AON‘s mittels der zwei beschriebenen Methoden 
transfiziert und der Anteil fluoreszierender Zellen (die Transfektionsrate) nach vier Stunden 
Inkubation durchflusszytometrisch ermittelt. 
Die Beurteilung der Krankheits-Ausprägung erfolgte anhand einer Bewertungsskala von 
Cooke et al. (siehe Tabelle 10). Abbruchkriterien waren ein Gewichtsverlust von 20 Prozent 
im Vergleich zum Initialgewicht, Lethargie und schwere epidermale Entzündungen bzw. ein 
GvHD-Score über sechs. Die Tiere wurden gegebenfalls mittels Kohlenstoffdioxid schmerzfrei 
euthanasiert. Die überlebenden Tiere wurden an Tag 56 des Experimentes, dem Finaltag, 
ebenfalls euthanasiert. An den Tagen -2, 5, 12, 24, 40 und 56 erfolgte unter Äthernarkose 
eine retrobulbäre Blutabnahme der Tiere von max. 100 µl. Das entnommene Blut diente der 
Anfertigung eines Differentialblutbildes am Animal Cell Counter, jeweils an allen Tagen, und 
einer durchflusszytometrischen Charakterisierung der Immunzell-Populationen an den Tagen 
-2, 12, 24, 40 und 56. Dabei wurde nach dem Protokoll wie bereits ab Seite 38 beschrieben 
verfahren. 
2.2.3. Organentnahme und Präparation 
Nach der Euthanasie der Tiere mit Kohlenstoffdioxid aufgrund der unter 2.2.2 beschriebenen 
Kriterien, wurden für die spätere RNA-Isolation ca. ein cm² der Haut, ein Drittel von Leber, 
Milz, Thymus und Lunge sowie eine halbe Niere, ein halbes Herz und ein Zentimeter des 
Kolons in fünf Tubes je Tier in 1 ml RNAlater (Qiagen, Venlo, Niederlande, Cat. No.: 76106) 
aufgenommen und über Nacht bei 4°C gelagert. Bis zur RNA Isolation (siehe S.27) wurde das 
Gewebe bei -20°C gelagert. Für die histologische Beurteilung der Ausprägung der GvH-
Reaktion wurden ein cm² der Haut, ein Drittel von Leber, Milz, Thymus und Lunge sowie eine 
Niere, ein halbes Herz und je ein ein Zentimeter langes Stück von Ileum, Kolon und 
Duodenum und die kompletten Beine ohne Haut aber mit Muskeln in vier Einbettkassetten 
(Roth) je Tier gegeben. Diese wurden im Dunkeln bei Raumtemperatur in einer 
vierprozentigen Formaldehyd-Lösung (Otto Fischar, Saarbrücken, Deutschland) für drei bis 
vier Wochen gelagert. Danach erfolgten die automatisierte Paraffinierung und die 
histologische Färbung. Des Weiteren wurde eine Kryokonservierung von ein cm² Haut, einem 
Drittel der Leber, Milz, Thymus und Lunge sowie einer halben Niere und je einem Zentimeter 
von Ileum, Kolon und Duodenum durchgeführt. Die Organe wurden dabei mit je 2 ml Tissue 
Tek (Sakura Finetek, Alphen aan den Rijn; Niederlande) in vier Einbettförmchen (Sakura 
Finetek) pro Tier in flüssigem Stickstoff schockgefroren. 
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2.3. Statistische Auswertung 
Die Verwaltung der gesammelten Daten sowie die graphische Darstellung erfolgte mit 
Microsoft Office Excel 2007-2013. Mit dem Statistikprogrammd SPSS wurden mit Hilfe des T-
Tests für die Ergebnisse des Tierversuchs im Einzelfall Signifikanzen berechnet, wobei der 
Levene Test ausschlaggebend für die Wahl des p-Wertes war. Aufgrund der geringen 
Fallzahlen, sind die berechneten Werte als Tendenz zu bewerten. Der Versuch diente 
dementsprechend auch als Vorversuch um eine geeignete 
Transfektionsagenz/Oligonukleotid-Kombination zu ermitteln, welche im Anschluss in 




3.1. In vitro Etablierung von gegen murines CD4 und CD28 gerichteten 
Antisense Oligonukleotiden 
3.1.1. Einfluss von funktionellen Oligonukleotiden auf die murine T-Helfer 
Krebszelllinie RLD1 
Vor Beginn von in vivo Studien erfolgte eine Auswahl an geeigneten funktionellen Antisense 
Oligonukleotiden (AON) mittels in vitro Versuchen. Es wurden hierbei je Zielgen 3 AON‘s mit 
verschiedenen Sequenzen, welche gegen murines CD4 bzw. CD28 gerichtet waren, getestet. 
Nach Transfektion und Stimulation von RLD1 Zellen in biologischen Duplikaten (gilt für alle 
nachfolgenden Versuche) wurde die gesamte Oberflächenexpression der Zielgene, bei 
welchen es sich um funktionelle T-Zell aktivierende Rezeptoren handelt, 
durchflusszytometrisch analysiert. Dabei wurde die Menge an CD4 positiven und CD28 
positiven Zellen anhand des entsprechenden Oberflächenproteins quantifiziert (siehe 
Abbildung 10). 
  
Abbildung 10: RLD1 Zellen wurden mit Antisense Oligonukleotiden gegen CD28 (300 ng DNA, CD28mu1-3) 
und CD4 (500 ng DNA, CD4mu1-3) mit Ibafect/MA Enhancer transfiziert und mit ConA (0,5 mg/ml) für 72h 
stimuliert (N = je 2). Untransfizierte Zellen wurden als Kontrolle verwendet. Die Zellen wurden mittels anti-
CD4 bzw. anti-CD28 Antikörpern gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist der Mittelwert 
± Standardabweichung des prozentualen Anteils an CD4 bzw. CD28 positiven Zellen. 
Das Antisense Oligonukleotid aCD4mu2 führte zu einer 50%igen Verminderung der Anzahl an 
CD4+ Zellen im Vergleich zur Kontrolle und wurde daher für die weiterführenden 
Experimente eingesetzt. Als gegen murines CD28 gerichtetes AON wurde aCD28mu1 
gewählt, da es vergleichsweise den stärksten Effekt bezüglich der Reduktion von CD28+ 
Zellen herbeiführte. Im Folgenden wurden diese beiden Oligonukleotide in weiteren 
funktionellen Transfektionsversuchen verwendet, um deren Einfluss auf die Zielgen-
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RLD1 Zellen wurden mit PHA stimuliert und mit den beiden ausgewählten AON’s sowie eine 
äquimolare Kombination beider AON‘s mittels PEI-F25 (Polythelyenimin mit mittlerem 
Molekulargewicht, verzweigtkettig) transfiziert. Abbildung 11 fasst das Ergebnis des 
Versuches zusammen. Dabei zeigte sich, dass in der T-Zell-Leukämie Zelllinie RLD1 die mRNA 
Expression von CD4 nach Transfektion mit CD4 AON erhöht wurde. Die CD28 mRNA 
Expression bleibt nach Transfektion mit dem CD28 AON statistisch nicht signifikant 
beeinflusst. Die Kombination aus beiden AON’s bewirkt keine Veränderung der CD4 mRNA 
Expression und eine leichte Verminderung der CD28 mRNA Expression. Als Vergleich dienten 
mit einem nonsense Oligonukleotid gleicher chemischer Zusammensetzung (2’O-methyl-PTO 
RNA) aber nicht-funktioneller Sequenz transfizierte RLD1 Zellen. 
  
Abbildung 11: RLD1-Zellen wurden mit Antisense Oligonukleotiden (je 500 ng) gegen CD28 (CD28mu1, 
[GACUGAGUAUGACAAAGAUG]) und CD4 (CD4mu2, [AGGAACACUGUCUGGUUC]) einzeln bzw. in Kombination 
mit PEI-F25 (2,5 µg/Well) transfiziert und mit PHA (50 µg/ml) für 72 Stunden stimuliert (N = 2). RLD1-Zellen, 
die mit nonsense Oligonukleotid transfiziert wurden, dienten als Kontrolle. Mittels RT-PCR wurde die mRNA 
Expression von CD4 und CD28 gemessen und mittels ∆∆CT Methode unter Bezugnahme des Referenzgens 
rplpo0 analysiert. Dargestellt ist die relative Expression von CD4 bzw. CD28 der transfizierten Zellen im 
Vergleich  zur Kontrolle als Mittelwert ± Standardabweichung. 
Neben der Gesamtexpression der Zielgene wurde auch der mögliche Einfluss der 
verwendeten AON‘s auf das Splicing der anvisierten Ziel-Exons der Gene in RLD1 Zellen 
untersucht. Hierfür dienten Exon-spezifische Real-time PCR Assays, welche Exon-
überspannende Amplifikationsprimer verwendeten: CD4: Ziel-Exon = 8, Splice-Assay = Exon 8 
→ Exon 10, Gesamtexpressions-Assay = Exon 6 → Exon 7; CD28: Ziel-Exon = 3, Splice-Assay = 
Exon 3 → Exon 4, Gesamtexpressions-Assay = Exon 1 → Exon 2. Nach der Transfek on mit 
funktionellen AON’s und PEI-F25 zeigte sich eine Verminderung der mRNA Expression der 
Zielsequenz sowohl bei Transfektion mit dem CD4 AON als auch mit dem CD28 AON, wobei 
die Expressionsminderung beim zuerst genannten deutlicher ausfällt (siehe Abbildung 12). 
Im Versuch mit beiden AON’s zeigte sich zudem eine tendenzielle Verminderung der 
























































   
Abbildung 12: RLD1-Zellen wurden mit Antisense Oligonukleotiden gegen CD28 und CD4 einzeln bzw. in 
Kombination und PEI-F25 (2,5 µg/Well) transfiziert und mit PHA (50 µg/ml) für 72 Stunden stimuliert (N = 2). 
RLD1-Zellen, die mit nonsense Oligonukleotid transfiziert wurden, dienten als Kontrolle. Mittels RT-PCR 
wurde die Gesamtexpression der CD4 und CD28 mRNA, sowie die mRNA Expression der Exon-spezifischen 
Amplifikationsprimerpaare gemessen und mittels ∆∆CT Methode unter Bezugnahme des Referenzgens rplp0 
analysiert. Dargestellt ist die relative Expression der CD4 und CD28 Exone 8 bzw. 3 im Bezug auf die 
Gesamtexpression der jeweiligen Gene als Mittelwert ± Standardabweichung. n.d. = Amplifikat nicht 
messbar. 
Während in RLD1 Zellen die Gesamtexpression der Zielgene nach AON Transfektion nicht 
oder nur gering vermindert wurde (siehe Abbildung 11), ließ sich eine zumindest 
tendenzielle Verringerung der mRNA Expression der zu spleißenden Zielsequenzen 
feststellen.  
Weiterhin wurde der Effekt der Transfektion von Antisense Oligonukleotiden auf die mRNA 
Expression von Interleukin 2, 4 und Interferon γ als wichtige pro-inflammatorische 
Signalmoleküle in RLD1 Zellen untersucht. RLD1-Zellen wurden mittels PHA stimuliert und 
den funktionellen Antisense Oligonukleotiden transfiziert (Methoden siehe vorherige 
Absätze). Dabei zeigte sich, dass nach der Transfektion mit dem CD28 AON  eine 
Verminderung der mRNA Expression von Interleukin 2, einem starken 
Autostimulationsmolekül der T-Zellen, und von Interleukin 4, einem wichtigen TH2-Zell-
Marker, hervorgerufen wurde (Abbildung 13). Die mRNA Expression von Interferon γ blieb 
unverändert. Bei Transfektion mit dem CD4 AON kam es zu einer Zunahme der mRNA 
Expression von Interleukin 2 und 4 sowie zu einer Abnahme von Interferon γ. Nach 
Transfektion beider AON’s wurden Interleukin 2 und Interferon γ vermindert exprimiert, 
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Abbildung 13: RLD1-Zellen wurden mit Antisense Oligonukleotiden gegen CD28 und CD4 einzeln bzw. in 
Kombination und PEI-F25 (2,5 µg/Well) transfiziert und mit PHA (50 µg/ml) für 72 Stunden stimuliert (N = 2). 
RLD1-Zellen, die mit nonsense Oligonukleotid transfiziert wurden, dienten als Kontrolle. Die IL2, IL4 und IFNγ 
mRNA Expression wurde mittels Real-Time PCR gemessen und mittels ∆∆CT Methode unter Bezugnahme des 
Referenzgens rplp0 analysiert. Dargestellt ist die relative Expression von IL2, IL4, und IFNγ der transfizierten 
Zellen im Vergleich  zur Kontrolle als Mittelwert ± Standardabweichung.  
Um einen möglichen Effekt der verwendeten Oligonukleotide auf die gesamte T-
Zellpopulation zu beobachten, wurden des Weiteren funktionell transfizierte RLD1 Zellen auf 
ihren Anteil an CD3⁺ Zellen hin untersucht. RLD1-Zellen wurden mittels PHA stimuliert und 
mit den beiden funktionellen AON’s mittels PEI-F25 transfiziert. Es erfolgte eine 
durchflusszytometrische Analyse, gegatet auf vitale Zellen und CD3+ Zellen (Abbildung 14). 
Nach Transfektion mit CD4 AON wurde die Anzahl an CD3⁺ Zellen stark vermindert. Die 
Transfektion mit dem CD28 AON führte zu keiner signifkanten Änderung der Anzahl an CD3⁺ 
Zellen. Bei Kombination der beiden AON’s blieb die Verminderung von CD3⁺ Zellen wie nach 
Transfektion mit CD4 AON erhalten. 
 
Abbildung 14: RLD1-Zellen wurden mit Antisense Oligonukleotiden gegen CD28 und CD4 einzeln bzw. in 
























































Zellen, die mit nonsense Oligonukleotid transfiziert wurden, dienten als Kontrolle. Die Zelloberflächenmarker 
CD3, CD4 und CD28 wurden mittels Fluoreszenz-markierten Antikörpern gefärbt und durchflusszytometrisch 
analysiert. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung des Anteils an Oberflächenrezeptor 
positiven Zellen an den lebenden Zellen im Vergleich zur Kontrolle.  
3.1.2. Einfluss von funktionellen Oligonukleotiden auf primäre murine 
Immunzellen in isolierten Milzzellgemischen von Wildtyp C57BL/6 Mäusen. 
Ein erster Versuch diente der Etablierung eines Stimulationsprotokolls primärer muriner 
Milzzellen. Hierbei stellte sich eine mangelnde Reproduzierbarkeit in CD1 Auszuchtmäusen 
dar (Abbildung 15), sodass die folgenden Experimente mittels isolierten Milzzellen des 
Inzuchtmausstammes C57BL/6 durchgeführt wurden.  
 
Abbildung 15: Die Milzen von CD1-Mäusen wurden unmittelbar nach Finalisierung der Tiere präpariert und 
die Milzzellen mittels 70 µm Zellsieb isoliert und im Anschluss mit ConA (4 µg/ml), PHA (50 µg/ml) oder anti-
CD3 (10 µg/ml) und anti-CD28 (2 µg/ml) Antikörpern (=AK) einzeln und in Kombination für 72h stimuliert (N = 
2). Unstimulierte Milzzellen wurden als Kontrolle verwendet. Die mRNA Expression von IL2 wurde mittels RT-
PCR gemessen und mittels ∆∆CT Methode unter Bezugnahme des Referenzgens rplp0 analysiert. Dargestellt 
ist die relative Expression von IL2 der stimulierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle als Mittelwert ± 
Standardabweichung.  
Dieser Stamm diente des Weiteren in nachfolgenden Tierversuchen als Transplantat-
Spender im Graft-versus-host (GvH) Abstoßungs-Modell. Die Stimulation der murinen 
Milzzellen der C57BL/6 Maus erfolgte unmittelbar nach Organgewinn und Vereinzelung 
mittels Siebpräparation mit PHA, ConA und aCD3/aCD28 Antikörpern sowie in deren 
Kombination. Als Aktivitätsmarker wurde u.a. Interleukin 2 gewählt, da es als 
Autostimulationsmolekül fungiert und i.d.R. mittelfristig nach erfolgter Aktivierung von T-
Lymphozyten vermehrt exprimiert wird. Die Stimulation mit PHA führte dabei zu einer 
Minderung der IL2 mRNA Expression, während das Lektin Concanavalin A (ConA) 
bekannterweise die IL2 Expression steigerte. Die Kombination aus anti-CD3 und anti-CD28 
Antikörpern zur Stimulation bewirkte hingegen keine erhöhte IL2 Expression im 
Messzeitraum von 72h (Abbildung 16). Jedoch konnte nach 48h auch eine erhöhte IL2 
Expression für Antikörper-stimulierte Zellen nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). 






























Antikörperstimulation. Für die folgenden Versuche wurden die Milzzellen daher für 72h 
mittels Antikörpern stimuliert.  
 
Abbildung 16: Milz aus C57BL/6-Mäusen wurde unmittelbar nach Finalisierung der Tiere präpariert und 
Milzzellen mittels 70 µm Zellsieb isoliert und im Anschluss mit ConA (4 µg/ml), PHA (50 µg/ml) oder anti-CD3 
(10 µg/ml) und anti-CD28 (2 µg/ml) Antikörpern (=AK) einzeln und in Kombination für 72h stimuliert (N = 2). 
Unstimulierte Milzzellen wurden als Kontrolle verwendet. Die mRNA Expression von IL2, IFNγ und IL2RA 
wurde mittels RT-PCR gemessen und mittels  ∆∆CT Methode unter Bezugnahme des Referenzgens rplp0 
analysiert. Dargestellt ist die relative Expression von IL2, IFNγ und IL2RA der stimulierten Zellen im Vergleich 
zur Kontrolle als Mittelwert ± Standardabweichung.  
Im Anschluss wurden mit anti-CD3/anti-CD28 Antikörpern stimulierte C57BL/6 Milzzellen mit 
den beiden funktionellen AON’s CD4 (aCD4mu2) und CD28 (aCD28mu1) mit PEI-F25 
transfiziert. Nach Transfektion mit CD4 AON wurde die Zielgenexpression im Vergleich zur 
nonsense Oligonukleotid Kontrolle vermindert (Abbildung 17). Es zeigte sich eine Zunahme 
der CD28 Zielgenexpression nach Transfektion mit CD28 AON. Bei der Kombination aus 
beiden AON’s blieb die CD28 Expressionserhöhung wie bei Transfektion mit dem CD28 
Oligonukleotid allein erhalten. Zudem wurde die CD4 Gesamtexpression wie bei alleiniger 

























Abbildung 17: Milzzellen von C57BL/6-Mäusen wurden isoliert, mit Antisense Oligonukleotiden gegen CD28 
und CD4 transfiziert und mit anti-CD3 (10 µg/ml) und anti-CD28 (2µg /ml) Antikörpern für 72h stimuliert (N = 
2). Mit nonsense Oligonukleotid transfizierte Milzzellen dienten als Kontrolle. Die mRNA Expression von CD4, 
CD28 und dem Referenzgen rplpo0 wurden mittels RT-PCR gemessen. Die relative mRNA Expression zur 
Kontrolle wurde mittels ∆∆CT Methode analysiert und ist als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. 
Um die spezifische Wirkung der Antisense Oligonukleotide auf die Zielsequenz zu 
überprüfen, wurde wie auch bei den RLD1-Zellen ein Versuch mit Exon-spezifischen Primern 
durchgeführt. Dabei zeigt sich, dass die Expression von Exon 8 nach Transfektion mit CD4 
AON im Verhältnis zur Gesamtgenexpression nicht gemindert wurde (Abbildung 18). 
Allerdings wurde wie in Abbildung 17 ersichtlich die Gesamtexpression des Zielgens 
gemindert. Die Expression von Exon 3 des murinen CD28 Gens wurde in der 
Einzelanwendung und in der Kombination mit CD4mu2 tendenziell reduziert. 
 
Abbildung 18: Milzzellen von C57BL/6-Mäusen wurden isoliert, mit Antisense Oligonukleotiden gegen CD28 
und CD4 transfiziert und mit anti-CD3 (10 µg/ml) und anti-CD28 (2 µg/ml) Antikörpern für 72h stimuliert. Mit 
nonsense Oligonukleotid transfizierte Milzzellen dienten als Kontrolle. Die mRNA Expression von CD4 und 
CD28 wurde unter Verwendung von expressions- und splicing-spezifischen Primern mittels RT-PCR gemessen. 
Als Referenzgen wurde rplp0 verwendet. Die relative mRNA Expression zur Kontrolle wurde mittels ∆∆CT 
Methode analysiert. Dargestellt ist das Verhältnis von Splicingkontrolle zur Expressionskontrolle der 
jeweiligen Gene.  
Mit aCD3/aCD28 Antikörpern stimulierte und mit Antisense Oligonukleotid transfizierte 
murine Milzzellen (C57BL/6) wurden weiterhin auf die Expression von mRNA pro-
inflammatorischer Zytokine (IL2, 4 und IFNγ) hin untersucht. Dabei stellt sich heraus, dass bei 
mit CD28 AON transfizierten Zellen alle 3 Zytokine in ihrer Expression gemindert wurden 
(Abbildung 19). Am deutlichsten wurde die mRNA Expression des TH2-Zell-Markers 
Interleukin 4 im Vergleich zur nonsense Oligonukleotid Kontrolle verringert. In den mit CD4 
AON transfizierten Zellen wurde die IL2 mRNA Expression erhöht, wobei die Expression von 
Interleukin 4 wie in den CD28 AON transfizierten Zellen gemindert wurde. Interferon γ war 
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hier nicht zu detektieren. Die Kombination aus beiden AON’s ergab bezüglich der mRNA 
Expression von Interleukin 2 und 4 ein ähnliches Bild wie aCD28 allein, zeigte aber im 
Gegensatz dazu eine erhöhte Expression von Interferon γ im Vergleich zur Kontrolle. 
 
Abbildung 19: Milzzellen von C57BL/6-Mäusen wurden isoliert, mit Antisense Oligonukleotiden gegen CD28 
und CD4 transfiziert und mit anti-CD3 (10 µg/ml) und anti-CD28 (2 µg/ml) Antikörpern (=AK) für 72h 
stimuliert (N = 2). Mit nonsense Oligonukleotid transfizierte Milzzellen dienten als Kontrolle. Die mRNA 
Expressionen von IL2, IL4, IFNγ und dem Referenzgen rplpo0 wurden mittels RT-PCR gemessen. Die relative 
mRNA Expression zur Kontrolle wurde mittels ∆∆CT Methode analysiert und ist als Mittelwert ± 
Standardabweichung dargestellt.  
3.2. In Vivo Anwendung von CD4 und CD28 Antisense Oligonukleotiden im 
murinen GvHD Modell 
3.2.1. Verlauf des Experiments: Übersicht über alle Tiergruppen 
In einem in vivo Versuch wurden die zuvor in vitro auf ihre Funktionalität getesteten 
Antisense Oligonukleotide in einem Modell der systemischen Immunerkrankung GvHD 
verwendet. Es handelt sich dabei um eine induzierte immunologische Abwehrreaktion nach 
hämatopoetischer Stammzelltransplantation und Konditionierung der Empfänger-Tiere 
mittels einer letalen Bestrahlung. Die Vitalität der im Transplantat enthaltenen aus allen 
Spendertieren vereinigten Knochenmarkzellen betrug dabei 88,5% und die der Milzzellen 
90,7%.  
Parallel zur Transfektion des Transplantats wurden Milzzellen zur Ermittlung der 
Transfektions- bzw. Uptake-Rate mit einem fluoreszierenden nonsense AON behandelt. Die 
Uptake-Rate betrug dabei 32,5 ± 4% 4h nach Transfektion für das Transfektionsagenz PEI 
und 29,5 ± 7,6% für Ibafect. Das Anwachsen des Spender-Transplantates in den 
Empfängertieren wurde des Weiteren durch die Messung des für den Spender-Mausstamm 
C57BL/6-spezifischen HLA-DR Moleküls, eine Untereinheit des MHC-II Komplexes (Mikk et al. 
2014), verfolgt. Der Nachweis dieses Moleküls konnte in allen transplantierten Behandlungs- 
und Kontroll-Balb/c Empfängern aufgrund der erwarteten Ausbildung des Chimerismus 
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Spenderknochenmarks der C57BL/6-Maus wobei die Transfektionsagenzien die Ausbildung 
des Chimerismus nicht negativ beeinflussten. 
An den Tagen -2 (Kontrolle vor Beginn der Behandlung), 12, 24, 40 und 56 wurde das Blut 
der Versuchstiere durchflusszytometrisch analysiert. Dabei wurden vitale Zellen nachfolgend 
nach Lymphozyten entsprechend der erwarteten Größe und Granularität (FSC und SSC 
Einstellungen) gegatet und der Anteil an CD3+ Zellen (= T-Lymphozyten; 50,3 ± 3,15 %; d-2), 
CD3+/CD4+ Zellen (= T-Helferzellen; 74,3 ± 1 %; d-2) und CD3+/CD8+ (= zytotoxische T-Zellen; 
23,2 ± 1,2 %; d-2) bestimmt. Generell lässt sich ein Abfall in der Anzahl der T-Lymphozyten 
und T-Helferzellen an den Tagen 12 und 24 des Experiments verglichen zum Tag -2 
beobachten. An Tag 24 ist dabei der Unterschied in der T-Lymphozyten-Anzahl zwischen der 
GvHD-Co (= die unbehandelte, bestrahlte und transplantierte Kontrollgruppe) (43,2 %) und 
der PEI-Co (= die bestrahlte, transplantierte und mit PEI behandelte Kontrollgruppe) (27,2 ± 
0,35 %) signifikant (p = 0,017). Auch die aCD28-PEI-Gruppe (= die bestrahlte, tranplantierte 
und mit dem CD28 AON behandelte Gruppe) (0,13 ± 0,06 %) unterscheidet sich signifikant 
von der GvHD-Co (p <0,001) an diesem Tag, wobei sich die aCD28-PEI-Gruppe (0,13 ± 0,06 %) 
auch von der PEI-Co (p = 0,005) signifikant unterscheidet. Generell war der Abfall aufgrund 
der myeloablativen Konditionierung erwartet und zeigte sich auch im Differentialblutbild an 
der abfallenden Lymphozytenanzahl (Abbildung 20). Die T-Helferzellen sind am Tag 24 in der 
aCD4-PEI-Gruppe (=die bestrahlte, transplantierte und mit dem CD4 AON behandelte 
Gruppe) (61,4 ± 7,6 %) gegenüber der GvHD-Co (13,7 %; p = 0,032) signifikant erhöht. Im 
Gegensatz dazu steigt der Anteil der zytotoxischen T-Zellen an Tag 12 und 24 des 
Experiments verglichen mit Tag -2 an. Im weiteren Verlauf des Tierversuchs normalisiert sich 
interessanterweise der Anteil der CD3⁺ und CD8⁺ Zellen in den überlebenden Tieren wieder. 
Zu Beginn des Experimentes wogen die im Durchschnitt 6-8 Wochen alten Empfänger Tiere 
vom Stamm Balb/c 22,9 g ± 0,8 g, wobei darauf geachtet wurde, dass es bei Zuordnung der 
Tiere in die verschiedenen Tiergruppen keine signifikanten Unterschiede gab. Im Rahmen 
des Experimentes ergab sich in der Mehrheit ein zweigipfliger Gewichtsverlauf mit einer 
ersten deutlichen Abnahme in den ersten 1-2 Wochen, erfahrungsgemäß zurückzuführen auf 
die Belastung der Tiere durch die letale Bestrahlung von 0,4 Gy/g KG. Interessanterweise 
ergab sich im Vergleich der durchschnittlich tiefsten Gewichte, welche zwischen Tag 7-12 
gemessen wurden, ein Unterschied zwischen der unbehandelten Kontrollgruppe mit 16,3 g 
±0,7 g, der PEI-Kontrollgruppe (18 g ± 0,2 g; p = 0.012) und der aCD4-behandelten Gruppe 
(18,3 g ± 0,3 g, p = 0,009; siehe auch Abbildung 24 Seite 57). 
Der Verlauf des GvHD-Scores zeigt über alle Gruppen folgendes Bild: Zu Beginn des 
Experiments zeigten sich die gesunden Balb/c Empfänger Tiere mit dem besten Score 0. 
Korrelierend mit dem zweigipfligen Verlauf der Gewichte, ergab sich ein erster Abfall des 
klinischen Zustandes der Tiere mit Verschlechterung des Scores zwischen dem 7. und 11. 
Tag, wobei es einen signifikanten Unterschied zwischen der GvHD-Kontrolle mit 6,1 ± 0,58 
und der aCD4-PEI-Gruppe mit 4,7 ± 0,5 (p = 0,034, siehe auch Abbildung 25 Seite 57) gab. 
Dieser Abfall ist ebenfalls der myeloablativen Bestrahlung zuzuordnen. Ein weiterer Abfall im 
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Rahmen der GvHD Entwicklung ergab sich nachfolgend im Schnitt um Tag 20 herum bei den 
betroffenen Tieren. 
Ein Differentialblutbild wurde mit dem an den Tagen -2, 5, 12, 24, 40 und 56 aus dem 
retrobulbären Venenplexus entnommenen Blutes erstellt. Zu Beginn des Experiments liegt 
der Mittelwert der Leukozytenzahl über alle Empfänger Balb/c Tiere bei 13,0 ± 5,3 x 10³ je 
mm³. Die Auswertung des Differentialblutbildes ergab am Tag fünf des Experimentes einen 
massiven Abfall in allen analysierten Zellzahlkonzentrationen (Abbildung 20) nach erfolgter 
myeloablativer Bestrahlung der Tiere. An diesem Tag unterscheiden sich signifikant die 
GvHD-Kontrolle (2,0 ± 0,35 x 10³ je mm³) von der aCD28-PEI-Gruppe (2,9 ± 0,32 x 10³ je mm³; 
p = 0,039) sowie die PEI-Co (1,5 ± 0 x 10³ je mm³) von der aCD28-PEI-Gruppe (p = 0,011). 
Nach 12 Tagen im Verlauf sind die NaCl-Kontrollen bereits verstorben wobei sich die 
anderen Tiergruppen in der Leukozytenanzahl zu erholen scheinen, ohne dabei die 
Ausgangswerte zu erreichen. An diesem Tag unterscheidet sich die PEI-Co (5,2 ± 0.42 x 10³ je 
mm³) signifikant von der aCD4-PEI-Kontrolle (6,8 ± 0,25 x 10³ je mm³; p = 0,013). Detailliert 
zeigen die Lymphozytenkonzentrationen ein ähnliches aber noch deutlicheres Bild bei einer 
Ausgangsmenge von 9,7 ± 3,2 x 10³je mm³. An Tag 12 des Experiments unterscheidet sich die 
PEI-Co (2,8 ± 0,14 x 10³ je mm³) signifikant von der aCD4-PEI-Gruppe (3,9 ± 0,12 x 10³ je 
mm³; p = 0,02). Im Gegensatz dazu fallen im Verhältnis die Monozyten (Ausgangswert 0,5 ± 
0,3 x 10³ je mm³) und Granulozyten (Ausgangswert 2,8 ± 2 x 10³ je mm³) nicht so stark am 
Tag 5 ab und erreichen an Tag 12 auch nahezu ihr Ausgangsniveau. An Tag 5 unterscheidet 
sich die PEI-Co (0,8 ± 0 x 10³ je mm³) signifikant in der Granulozytenkonzentration von der 
aCD28-PEI-Gruppe (1,6 ± 0,25 x 10³ je mm³; p = 0,026). Im weiteren Verlauf an Tag 12 ist es 
dann die aCD4-PEI-Gruppe (2,5 ± 0,21 x 10³ je mm³) welche sich von der PEI-Co (1,95 ±0,07 x 
10³ je mm³; p = 0,048) signifikant unterscheidet. Generell sind es die PEI-F25 
Behandlungsgruppen, welche eine tendenzielle Normalisierung der Leukozyten aufweisen 
und diesen Wert auch bis zum Finaltag aufrechterhalten, ohne dabei jemals den 
Ausgangswert zu erreichen. Im Gegensatz dazu scheinen die Monozyten und Granulozyten 
nahezu die Ausgangskonzentration wiederzuerlangen. Betrachtet man die 
Lymphozytenverläufe in Abbildung 20 rechts oben, so zeigt sich ab Tag 5 eine deutliche 
Konzentrationsabnahme in den PEI-Gruppen, welche sich auch am Finaltag sehr stark vom 
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Abbildung 22: Abweichung der mRNA Expression der B419 Maus im Vergleich zu ihrer Gruppe. Die PEI-
Kontrollgruppe (N = 3) erhielt von C57BL/6 Spender-Tieren gewonnene Milz- und Knochenmarkzellen (je 20 
Mio.). Diese Milzzellen wurden ex vivo mit PEI und nonsense Oligonukoetid  entsprechend Standardprotokoll 
transfiziert (10 µg AON, Konzentration AON:PEI 1:5), für 4h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert, gewaschen und 
mit gepoolten Knochenmarkzellen vereinigt. Die Transplantation erfolgte im Volumen von 150 µl NaCl in die 
Schwanzvene von bestrahlten (0,4 Gy/g KG) Balb/c Empfänger-Tieren. Die CD4, CD28, CD8a, IFNγ, TNFα und 
IL2 mRNA Expressionen wurde mittels Real-Time PCR gemessen, mittels ΔCT Methode unter Bezugnahme der 
jeweiligen Expressionen in der GvHD-Kontrolle und Normierung auf rplp0 mRNA Expression analysiert und 
als Einzelwerte sowie Mittelwert (MW) dargestellt. 
Die Ibafect-Gruppe zeigte keinen signifikanten Überlebensvorteil gegenüber der GvHD-
Kontrolle. Auch hinsichtlich der GvHD-Score Entwicklung und des Gewichtsverlaufs 
unterschied sich die GvHD-Gruppe nicht signifikant von den Ibafect-Gruppen. Weiterhin 
zeigt die Analyse des Differentialblutbildes zu keiner Zeit des Experiments einen 
signifikanten Vorteil der Ibafect-Behandlungsgruppen gegenüber der GvHD-Gruppe. 
Ausgenommen sind dabei negativ signifikante Veränderungen, bei denen sich die Ibafect-
Kontrolle signifikant von der GvHD-Kontrolle unterscheidet aber im Sinne einer niedrigeren 
Zellkonzentration.  
3.2.2. Die PEI-F25-aCD4 Gruppe 
Die mit dem funktionellen AON aCD4 behandelte und mit PEI ex vivo transfizierte 
Versuchsgruppe zeigte einen signifikanten Überlebensvorteil und signifikante 
Expressionsverminderungen von molekularen Stimulationsmarkern. Im Folgenden ist die 
Kaplan-Meier Kurve der Gruppe im Vergleich zur NaCl, GvHD- und PEI-Kontrolle dargestellt 
(Abbildung 23), wobei ein signifikant längeres Überleben der anti-CD4-AON behandelten 
Tiergruppe im Vergleich zur GvHD-Kontrolle auffällt (p = 0,025).  
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Hinsichtlich der klinischen Einschätzung des Verlaufs der GvHD-Reaktion sind das Gewicht 
und der klinische Score von entscheidender Bedeutung. Vergleicht man den Gewichtsverlauf 
der GvHD-Gruppe mit dem der behandelten PEI-aCD4-Gruppe (Abbildung 24), so lag das 
durchschnittliche Gewicht der behandelten Gruppe im Beobachtungszeitraum mehrheitlich 
signifikant über dem der Kontrollgruppe. In Abbildung 25 ist die GvHD-Score Entwicklung der 
beiden Gruppen dargestellt. Es lässt sich ein Anstieg des Scores nach der Bestrahlung und 
Stammzelltransplantation erkennen. Eine erwartete Verbesserung tritt in beiden Gruppen 
mit einsetzender Hämatopoese ein (Tag 10) und schließlich kommt es erneut zu einer 
Verschlechterung  des klinischen Zustandes der Tiere ca. ab der dritten Woche des 
Experiments (Tag 25) mit erwartetem Eintreten einer GvHD. Diese schlägt sich in Form von 
Hautentzündungen oder Durchfällen nieder, welche mit Unsauberkeit der Tiere und 
erneutem Gewichtsverlust einhergingen. Auffällig war zusätzlich zu einem geringer 
ausfallendem Gewichtsverlust und Scoring-Werten auch die Abwesenheit dieser klinischen 
GvHD-Zeichen in der behandelten Gruppe. 
Abbildung 23: Kaplan-Meier Kurve der aCD4-PEI-Gruppe im Vergleich zu den Kontrollen. Die aCD4-
AON und PEI-Co Gruppen (je N = 3) erhielten von C57BL/6 Spender-Tieren gewonnene Milzzellen 
(20 Mio.). Diese wurden ex vivo mit PEI und nonsense Oligonukleotid bzw. mit funktionellem AON 
entsprechend Standardprotokoll transfiziert (je 10 µg AON, Konzentration AON:PEI 1:5), für 4h bei 
37°C und 5% CO2 inkubiert, gewaschen und mit 20 Mio. gepoolten Knochenmarkzellen aus den 
Spendertieren vereinigt. Die Transplantation erfolgte im Volumen von 150 µl NaCl in die 
Schwanzvene von bestrahlten (0,4 Gy/g KG) Balb/c Empfänger-Tieren. Die Bestrahlungskontrolle 
(NaCl, N = 2) erhielt kein Transplantat, die GvHD-Kontrolle (GvHD-Co, N = 3) erhielt das 
Transplantat unbehandelt. Am Tag 56, dem definierten Finaltag des Experimentes, wurden alle 
Tiere unabhängig von ihrem Erkrankungszustand euthanasiert. Dargestellt ist die Kaplan-Meier 




Abbildung 24: Darstellung des Gewichtsverlaufs von der PEI-aCD4 und der GvHD-Co Gruppe. Von Spender 
C57BL/6 gewonnene Knochenmarks- und Milzzellen (je 20 Mio.) wurden mit anti-CD4 Oligonukleotid 
transfiziert (10 µg AON, Konzentration AON:PEI 1:5) und in Balb/c Empfänger transplantiert. Die GvHD-
Kontrolle erhielt das Transplantat unbehandelt. Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung des 
Gewichtsverlaufs der beiden Versuchsgruppen während des Experiments (N = 3). 
 
Abbildung 25: Entwicklung des GvHD-Scores während des Experiments in Gegenüberstellung von PEI-aCD4 
und GvHD-Co. Von Spender C57BL/6 gewonnene Knochenmarks- und Milzzellen (je 20 Mio.) wurden mit 
anti-CD4 Oligonukleotid transfiziert (10 µg AON, Konzentration AON:PEI 1:5) und in Balb/c Empfänger 
transplantiert. Die GvHD-Kontrolle erhielt das Transplantat unbehandelt. Dargestellt ist der Mittelwert ± 
Standardabweichung des GvHD-Scores während des Experiments (Cooke et al. 1996) (N = 3). 
Zur Auswertung der Real-Time PCR-Ergebnisse wurden die Expressionen der einzelnen 
Assays auf das Housekeeping-Gen (rplp0) normiert und in Bezug zur PEI-Kontrolle gesetzt, 
um den Einfluss von PEI auf die Zytokinexpression zu subtrahieren. Dabei wurde Interleukin 
2 aufgrund seiner Funktion als pro-inflammatorisches Zytokin und Marker der T-
Lymphozyten Proliferation untersucht (Wen et al. 2013). Des Weiteren wurden Interferon γ 

















































der Pathogenese der GvHD-Reaktion analysiert. Auch die Expression des Zielgens CD4 wurde 
bestimmt. Eine signifikante Erniedrigung ergab sich in der Expression von IFNγ und CD8a (p < 
0,01) (Abbildung 26) im Vergleich zur PEI-Co. Ferner ist spezifisch die Reduktion der Splice-
Kontrolle, welche die mRNA des Zielgens CD4 inklusive der Transmembrandomäne 
beinhaltet, in Relation zur Reduktion der Gesamtgenexpression von CD4 dargestellt. Es zeigt 
sich, dass das aCD4 AON nicht nur die Expression des CD4 Moleküls generell vermindert, 
sondern auch speziell die Expression des die Transmembrandomäne beinhaltenden Exons 8, 
dessen Splicing durch das zur Behandlung verwendete Oligonukleotid induziert werden soll. 
 
Abbildung 26: Analyse der mit RT-PCR gemessenen mRNA Expressionen der PEI-aCD4 Gruppe Milz. Von 
Spender C57BL/6 gewonnene Knochenmarks- und Milzzellen (je 20 Mio.) wurden mit anti-CD4 
Oligonukleotid transfiziert (10 µg AON, Konzentration AON:PEI 1:5) und in Balb/c Empfänger transplantiert. 
Die CD8, IFNγ, IL2, IL4, CD4 Gesamtgen und CD4 Splice-Kontrolle mRNA Expression wurde mittels Real-Time 
PCR gemessen, mittels ΔCT Methode unter Bezugnahme der jeweiligen Expression in der mit einem nonsense 
Oligonukleotid behandelten Gruppe und Normierung auf rplp0 mRNA Expression analysiert und als 
Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. Die CD4 Splice-Kontrolle wurde zusätzlich speziell auf die CD4 
Gesamtgenexpression bezogen (N = 3). 
Weiterhin interessant ist der Quotient der CD4+ und CD8+ Zellpopulationen (es wurden die 
auf den Seiten 50/51 beschriebenen Daten der Durchflusszytometrischen-Analyse 
verwendet), welcher in der Klinik ein prädiktiver Wert für das Auftreten und die Schwere der 
GvHD-Komplikation darstellt. Je eher und je stärker dieser Quotient absinkt, desto schwerer 
ist die GvHD-Reaktion (Gratama et al. 1984). In Abbildung 27 ist die CD4+/CD8+ Ratio der 
GvHD-Kontrollgruppe in Gegenüberstellung mit der PEI-Kontrolle und der aCD4 
Behandlungsgruppe dargestellt. Entscheidend ist dabei Tag 24, an welchem die Ratio im 
letzten überlebenden GvHD-Tier weiter absinkt im Gegensatz zur aCD4 Gruppe, in welcher 
sich der Quotient zu normalisieren beginnt, um im Folgenden nahezu seinen Ausgangswert 
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Abbildung 27: Darstellung der CD4+/CD8+ Ratio in Gegenüberstellung von PEI-aCD4, PEI-F25-Co und GvHD-
Co. Von Spender C57BL/6 gewonnene Knochenmarks- und Milzzellen (je 20 Mio.) wurden mit anti-CD4 
Oligonukleotid bzw. nonsense Oligonukleotid transfiziert (10 µg AON, Konzentration AON:PEI 1:5) und in 
Balb/c Empfänger transplantiert. An den Tagen -2, 12, 24, 40 und 56 wurde den Tieren retrobulbär unter 
Äthernarkose Blut entnommen und mit Heparin versetzt. Das Zellpellet wurde mit FACS-Antikörpern gegen 
CD4 (PE-Cy™ 7, Cat. No.: 552775, Clone: RM4-5) und CD8 (PerCP, Cat. No.: 553036, Clone: 53-6.7) gefärbt (je 
2,5 µl, Inkubation 20 min im Dunkeln). Die Analyse erfolgte mit FACSCanto™ II, die Auswertung mit der 
FACSDiva Software von BD. Es wurde nach den lebenden Lymphozyten gegated. Dargestellt ist der 
Mittelwert ± Standardabweichung der CD4/CD8 Ratio im Verlauf (N = 3). 
Zusätzlich zur Analyse der mRNA Expressionen mit Milzzellen wurde auch die RNA der 
Darmzellen isoliert. Auch dazu wurde zur Auswertung der Real-Time PCR-Ergebnisse die 
Expressionen der einzelnen Assays auf das Housekeeping-Gen (rplp0) normiert und in Bezug 
zur PEI-Kontrolle gesetzt. Die gewählten Zytokinassays unterscheiden sich nicht von denen 
der Milz. Eine signifikante Erniedrigung ergab sich in der Expression von CD8a (p = 0,001), 
IFNγ (p < 0,001), IL2 (p = 0,001), IL4 (p = 0,002), CD4 Expressionskontrolle (p = 0,003) und 
CD4 Splice-Kontrolle (p < 0,001) (Abbildung 28) im Vergleich zur PEI-Co. 
  
Abbildung 28: Analyse der mit RT-PCR gemessenen mRNA Expressionen der PEI-aCD4 Gruppe Darm. Von 
Spender C57BL/6 gewonnene Knochenmarks- und Milzzellen (je 20 Mio.) wurden mit anti-CD4 
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Die CD8a, IFNγ, IL2, IL4, CD4 Gesamtgen und CD4 Splice-Kontrolle mRNA Expressionen wurden mittels Real-
Time PCR gemessen, mittels ΔCT Methode unter Bezugnahme der jeweiligen Expression in der mit einem 
nonsense Oligonukleotid behandelten Gruppe und Normierung auf rplp0 mRNA Expression analysiert und als 
Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. Die CD4 Splice-Kontrolle wurde zusätzlich speziell auf die CD4 
Gesamtgenexpression bezogen (N = 3). 
3.2.3. Die PEI-F25-aCD28 Gruppe 
Im Folgenden ist die aCD28-PEI-Gruppe anhand von zwei Übersichtsdiagrammen dargestellt. 
Abbildung 29 zeigt die Kaplan-Meier Kurve. Es zeigte sich kein signifikant besseres Überleben 
gegenüber den Kontrollen für diese Gruppe. 
 
Anschließend ist in Abbildung 30 die Analyse der mRNA Expressionen von ausgewählten 
Zytokinen dargestellt, welche sich mit der aCD4-PEI-Gruppe decken. Die Real-Time PCR-
Ergebnisse der einzelnen Assays wurden auf das Housekeeping-Gen (rplp0) normiert und in 
Bezug zur PEI-Kontrolle gesetzt. Es zeigen sich signifikante Expressionsunterschiede zwischen 
der aCD28-PEI-Gruppe und der PEI-Co bei CD8a (p = 0,001), IL4 (p = 0,006) und der CD28 
Expressionskontrolle (p = 0,003)  
Abbildung 29: Kaplan-Meier Kurve der aCD28-PEI-Gruppe im Vergleich zu den Kontrollen. Die aCD28-AON 
und PEI-Co Gruppen (je N = 3) erhielten von C57BL/6 Spender-Tieren gewonnene Milzzellen (20 Mio.). Diese 
wurden ex vivo mit PEI und nonsense Oligonukleotid bzw. mit funktionellem AON entsprechend 
Standardprotokoll transfiziert (je 10 µg AON, Konzentration AON:PEI 1:5), für 4h bei 37°C und 5% CO2 
inkubiert, gewaschen und mit 20 Mio. gepoolten Knochenmarkzellen aus den Spendertieren vereinigt. Die 
Transplantation erfolgte im Volumen von 150 µl NaCl in die Schwanzvene von bestrahlten (0,4 Gy/g KG) 
Balb/c Empfänger-Tieren. Die Bestrahlungskontrolle (NaCl, N = 2) erhielt kein Transplantat, die GvHD-
Kontrolle (GvHD-Co, N = 3) erhielt das Transplantat unbehandelt. Am Tag 56, dem definierten Finaltag des 
Experimentes, wurden alle Tiere unabhängig von ihrem Erkrankungszustand euthanasiert. Dargestellt ist die 




Abbildung 30: Analyse der mit RT-PCR gemessenen mRNA Expressionen der PEI-aCD28 Gruppe Milz. Von 
Spender C57BL/6 gewonnene Knochenmarks- und Milzzellen (je 20 Mio.) wurden mit anti-CD28 
Oligonukleotid transfiziert (10 µg AON, Konzentration AON:PEI 1:5) und in Balb/c Empfänger transplantiert. 
Die CD8a, IFNγ, IL2, IL4, CD28 Gesamtgen und CD28 Splice-Kontrolle mRNA Expressionen wurden mittels 
Real-Time PCR gemessen, mittels ΔCT Methode unter Bezugnahme der jeweiligen Expression in der mit 
einem nonsense Oligonukleotid behandelten Gruppe und Normierung auf rplp0 mRNA Expression analysiert 
und als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. Die CD28 Splice-Kontrolle wurde zusätzlich speziell auf 
die CD28 Gesamtgenexpression bezogen (N = 3). 
3.2.4. Die PEI-F25-aCD28 + aCD4 Gruppe 
Die Kombination von beiden Antisense Oligonukleotiden wurde auch hinsichtlich des 
Überlebens und der Zytokinexpressionen untersucht. In Abbildung 31 ist das Überleben der 
Tiere der aCD28 + aCD4-PEI-Gruppe im Vergleich zu drei Kontrollen dargestellt. Es zeigt sich 
ein signifikant längeres Überleben der aCD28 + aCD4-PEI Gruppe (49,3d ± 11,5d) im 
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Abbildung 32: Analyse der mit RT-PCR gemessenen mRNA Expressionen der PEI-aCD28 + aCD4 Gruppe Milz. 
Von Spender C57BL/6 gewonnene Knochenmarks- und Milzzellen (je 20 Mio.) wurden mit anti-CD28 und 
anti-CD4 Oligonukleotid transfiziert (10 µg AON, Konzentration AON:PEI 1:5) und in Balb/c Empfänger 
transplantiert. Die CD8a, IFNγ, IL2, IL4, CD28, CD4 Gesamtgen und CD28, CD4 Splice-Kontrolle mRNA 
Expression wurde mittels Real-Time PCR gemessen, mittels ∆CT Methode unter Bezugnahme der jeweiligen 
Expression in der mit einem nonsense Oligonukleotid behandelten Gruppe und Normierung auf rplp0 mRNA 
Expression analysiert und als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. Die Splice-Kontrollen wurden 
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PEI-aCD28 + aCD4 Versuchsgruppe Milz
Abbildung 31: Kaplan-Meier Kurve der aCD28 + CD4-PEI-Gruppe im Vergleich zu den Kontrollen. Die 
aCD28 + CD4-AON und PEI-Co Gruppen (je N = 3) erhielten von C57BL/6 Spender-Tieren gewonnene 
Milzzellen (20 Mio.). Diese wurden ex vivo mit PEI und nonsense Oligonukleotid bzw. mit funktionellem 
AON entsprechend Standardprotokoll transfiziert (je 10 µg AON, Konzentration AON:PEI 1:5), für 4h bei 
37°C und 5% CO2 inkubiert, gewaschen und mit 20 Mio. gepoolten Knochenmarkzellen aus den 
Spendertieren vereinigt. Die Transplantation erfolgte im Volumen von 150 µl NaCl in die Schwanzvene 
von bestrahlten (0,4 Gy/g KG) Balb/c Empfänger-Tieren. Die Bestrahlungskontrolle (NaCl, N = 2) erhielt 
kein Transplantat, die GvHD-Kontrolle (GvHD-Co, N = 3) erhielt das Transplantat unbehandelt. Dargestellt 
ist die Kaplan-Meier Kurve mit Hilfe von SPSS, Vs.22. 
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In Abbildung 32 sind die mRNA Expressionen der einzelnen Assays der aCD28 + aCD4-PEI-
Behandlungsgruppe dargestellt. Die Real-Time PCR-Ergebnisse der einzelnen Assays wurden 
auf das Housekeeping-Gen (rplp0) normiert und in Bezug zur PEI-Kontrolle gesetzt. 
Signifikante Expressionsminderungen ergeben sich im Vergleich mit der PEI-Co für CD8a (p = 
0,034) und IFNγ (p = 0,021).  
Zusammenfassend kann man anhand der vorgestellten Ergebnisse feststellen, dass die in 
vitro ausgewählten Antisense Oligonukleotide aCD4mu2 und aCD28mu1 erfolgreich in den in 
vitro und in vivo Versuchen eingesetzt werden konnten. Die mit murinen RLD1-Zellen und 
Milzzellen durchgeführten Versuche zeigten, dass die Oligonukleotide zu einer 
Zielsequenzminderung (Exon 8 für CD4 und Exon 3 für CD28) in der Lage sind. Auch in der 
durchflusszytometrischen Analyse war die Änderung von Oberflächenproteinen auf eine 
immunmodulatorische Wirkung der AON‘s hindeutend. Die untersuchten Zytokine 
(Interleukin 2, 4 sowie Interferon γ) wurden ebenfalls durch die beiden AON’s in ihrer 
Expression beeinflusst. Besonders deutlich wurde die Wirkung des aCD4mu2 AON’s in der 
mit PEI transfizierten in vivo Mausgruppe mit einem signifikant längerem Überleben (p = 
0,025), einem signifikant höherem Gewicht (p = 0,009) sowie Score (p = 0,034) gegenüber 
der GvHD-Kontrolle. Insgesamt waren die Tiere durch die myeloablative Konditionierung 
immungeschwächt, wobei sich die überlebenden Tiere langsam in ihren Leukozytenzahlen 
erholten. Wichtig war auch hier der Nachweis des immunmodulatorischen Effekts anhand 
von Zytokinexpressionen sowie dem CD4⁺/CD8⁺ Quotienten, einem Marker der GvHD 
Reaktion. Schließlich wurde auch in vivo die Zielsequenz des CD4 Gens durch das aCD4mu2 
AON signifikant gemindert (p < 0,001, Darmzellen, gegenüber PEI-Co), ein Hinweis für die 
gewünschte Wirkung des AON’s. Im Folgenden werden nun die Ergebnisse mit Daten in der 
Literatur verglichen und mit aktuellen Erkenntnissen aus der Forschung diskutiert. 
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4.  Diskussion 
Die Graft-versus-Host-Disease (GvHD) ist eine häufige und schwerwiegende Komplikation 
nach allogener hämatopoetischer Stammzelltransplantation und nimmt damit signifikanten 
Einfluss auf den Erfolg dieser Therapie (Pavletic und Fowler 2012). Die Pathophysiologie ist 
gekennzeichnet durch die Aktivierung von Spender-T-Lymphozyten (CD4⁺ und CD8⁺ Zellen) 
durch antigenpräsentierende Zellen des Empfängers, der darauf folgenden Proliferation und 
Differenzierung der Spender-Lymphozyten und schließlich einer Gewebezerstörung (Ferrara 
et al. 2009). Die Aktivierung der Lymphozyten geschieht über den T-Zell-Rezeptor-Komplex, 
bestehend aus seinen Untereinheiten (Heterodimer bestehend aus α und β sowie CD3γ, 
CD3δ und CD3ε) sowie weiteren Korezeptoren, bspw. CD4 oder CD8, (Artyomov et al. 2010) 
sowie einem zweitem co-stimulatorischem Signal, meist bestehend aus CD28 und B7 
(Briones et al. 2011). In diese Signalkaskade sollen die in dieser Arbeit auf ihre 
immunmodulatorischen Eigenschaften hin untersuchten Antisense Oligonukleotide (AON) 
eingreifen.  
4.1. In vitro Etablierung von gegen murines CD4 und CD28 gerichteten 
Antisense Oligonukleotiden 
Zur Vorbereitung des Tierexperimentes wurden drei Antisense Oligonukleotide (AON’s) mit 
verschiedenen zielspezifischen Sequenzen auf ihre Funktionalität hin getestet. Der Ansatz 
des Versuches liegt dabei in der Reduktion von funktionellem T-Zell-aktivierendem Signal, 
bspw. durch Induktion von alternativem Splicing, welches im vorliegenden Fall zum 
„Exonskipping“ der Rezeptor-Transmembrandomäne führen könnte.  
In der Literatur ist die Therapie mittels alternativem Splicing (Exonskipping) als möglicher 
Therapieansatz für seltene Erkrankungen beschrieben. Besonders fortgeschritten sind die 
Überlegungen und Versuche dabei in der Therapie der Muskeldystrophie Duchenne. Ein 
verrutschter Leserahmen soll hierbei durch induziertes Exonskipping, bspw. des Exon 51 des 
größten menschlichen Gens, wieder hergestellt werden. Weiterhin wird bei der spinalen 
Muskelatrophie, eine autosomal rezessive Erkrankung, bei der meist das survival motor 
neurin 1 Gen funktionslos ist, ein AON getestet, welches zur Inklusion des Exons 7 beim 
survival motor neurin 2 Gen führen soll, welches wiederum die im Krankheitsfall fehlende 
Produktion des funktionsfähigen Proteins ausgleichen soll. Das survival motor neurin 2 Gen 
ist physiologisch funktionslos, durch die Inklusion von Exon 7 wird es aber in die 
funktionsfähige Form überführt und ist dann in der Lage das Protein des survival motor 
neurin 1 Gens zu produzieren. In einem entsprechenden Krankheitsmausmodell führte dabei 
das AON bei Gabe 20 Tage nach der Induktion zu einem längeren Überleben der 
entsprechenden Gruppe und einem nachweislich höheren Anteil an survival motor neurin 1 
Genprodukt (Staropoli et al. 2015).  
Für den generellen Einsatz dieses AON getriggerten Exonskippings wird aber auch im Paper 
von Veltrop et al. eine bisweilen unzureichende Transfektionsrate (im vorliegenden 
Experiment 32,5 ± 4%) und das Problem der unspezifischen Wirkung beschrieben (Veltrop 
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und Aartsma-Rus 2014). Die Transfektionsagenzien werden stetig weiterentwickelt, um die 
Wirkung der therapeutischen Nukleinsäuren in den Zielzellen überhaupt erst zu 
ermöglichen. Auch das in dieser Arbeit genutzte Polyethylenimin, ein besonders häufig zur 
Transfektion eingesetztes polykationisches Polymer, kann mittels chemischen 
Modifikationen vielseitig verändert werden, um möglicherweise bessere Transfektionsraten 
bzw. Funktionalität zu erreichen, bspw. durch PEGylierung (Mintzer und Simanek 2009; 
Malek et al. 2009). Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf derart modifiziertes PEI verzichtet, 
jedoch mit PEI-F25 eine Variante des Polymers mit relativ niedrigem Molekulargewicht (low 
molecular weight PEI) verwendet, welches sich in der Vergangenheit als überaus effektiv und 
wenig toxisch erwies (Höbel et al. 2008). Ebenfalls in dieser Arbeit verwendet wurde eine 
Transfektionsmethode, bei der die Transfektionseffizienz von liposomalen Nanopartikeln 
(Ibafect®) durch Kopplung an Magnetpartikel (MA Enhancer®) erhöht wird (beides 
Promocell®). Durch Anlegen eines externen Magnetfeldes im Rahmen der Transfektion 
werden die dann magnetischen Transfektionsnanopartikel in räumlich günstige Lage zu den 
Zielzellen gebracht, sodass sich die Transfektionswahrscheinlichkeit erhöht.  
Auch die für derartige gentherapeutische Ansätze verwendbaren Nukleinsäuren lassen sich 
vielfältig modifizieren, um z.B. weniger anfällig gegenüber Nukleasen zu sein. Neben 
verschiedenen Sequenzvarianten stehen hier insbesondere Modifikationen des 
Phosphatrückgrades zur Verfügung, bspw. durch Austausch eines Phosphor-Atoms durch ein 
Schwefel-Atom (= Phosphorothioat, PTO) was die Nukleinsäure resistenter gegenüber 
Nukleasen macht (Bennett und Swayze 2010), des Nukleotid-Zuckers, bspw. durch 
Methylierung (Prakash 2011), oder der Base, bspw. Morpholino-Basen (Gleave und Monia 
2005). In dieser Arbeit wurden advanced modified AON‘s basierend auf 2’O-Methyl-
Phosphorothioat RNA verwendet, welche abbaustabil und wenig toxisch oder immunogen 
sind. 
Nach Auswahl der als am geeignetsten eingestuften AON’s auf Proteinebene mittels 
Durchflusszytometrie (siehe Abbildung 10, S.43), wurde im Folgenden deren Wirksamkeit auf 
mRNA-Ebene untersucht, da unser spezifisches Ziel die Beeinflussung der Genexpression der 
ausgewählten T-Zell aktivierenden Signalproteine bzw. T-Zell-Rezeptoren war. 
Auffällig war eine Erhöhung der Gesamtgenexpression von CD4, was möglicherweise als 
Gegenregulation der Zelle auf das induzierte Exonskipping gewertet werden könnte, da 
hierdurch der funktionsfähige Rezeptor möglicherweise vermindert gebildet wird. Es ist das 
Ziel der AON’s, die Bildung der löslichen Form des Rezeptors (CD4 oder CD28) künstlich zu 
induzieren, worauf die Zelle bei fehlender Transmembrandomäne und damit auch fehlender 
Stimulation mit einer Erhöhung der Gesamtgenproduktion reagieren könnte. Beschrieben 
wurde dieses Phänomen von Ellmeier et al. entsprechend auch als eine Variante 
posttranskriptioneller Regulation (Ellmeier et al. 1999).  
In der folgenden Abbildung 12 (S.45) wird die soeben beschriebene Theorie gestützt. Unsere 
Zielsequenzen, das Exon 8 des murinen CD4 Gens und das Exon 3 des murinen CD28 Gens, 
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werden beide durch die transfizierten AON’s in ihrer mRNA Expression gemindert. In der 
Kombination beider AON’s war das Vorhandensein des Exons mit der 
Transmembrandomäne des CD4 Moleküls schließlich nicht mehr messbar in diesem Versuch. 
Gerade Gene, welche für alternatives Splicing anfällig erscheinen, weil bspw. schon natürlich 
funktionell relevante Splice-Varianten existieren, sollten daher bei derartigen Experimenten 
immer im Kontext der möglichen Isoformen betrachtet werden. Während im vorliegenden 
Experiment die Gesamtmenge des Zielgenes in seiner Expression nicht beeinflusst werden 
konnte, wurde jedoch ein funktionell essentieller Abschnitt des Genes in seiner Expression 
derart moduliert, dass von einer biologischen Konsequenz auszugehen ist. Dies bestätigte 
sich auch in folgenden Experimenten, welche die mit den besagten AON‘s behandelten T-
Zellen auf ihre Aktivierbarkeit anhand ihrer Zytokin-Sekretion nach Stimulation beurteilten. 
Die ausgewählten Zytokine spielen dabei eine wichtige Rolle in der Pathogenese der GvHD 
und bei entzündlichen Prozessen generell. Wie in der Einleitung aufgeführt, erfolgt bei der 
GvHD Reaktion eine Aktivierung der Spender-T-Lymphozyten mit sich anschließender 
Zytokin-Sekretion (Paczesny 2013). Es sind v.a. die TH1-Lymphozyten an der Entstehung der 
akuten GvHD beteiligt, welche nach Aktivierung Interleukin 2 sowie Interferon γ 
produzieren, welche wiederum Makrophagen aktivieren, die dann an der Schädigung des 
Gewebes beteiligt sind. Interleukin 2 hat laut einer Studie von Wen et al. in einem murinen 
Modell seinen Spitzenwert nach vier Tagen erreicht und ist außerdem von entscheidender 
Bedeutung für die Pathogenese der GvH-Reaktion (Wen et al. 2013). In der dargestellten 
Abbildung 13 (S. 46) wird Interleukin 2 in der mit PEI-CD4 AON behandelten Probe verstärkt 
gebildet, wobei die Diskrepanz zwischen Stimulationsdauer und Zeitpunkt der höchsten 
Konzentration von Interleukin 2 nach Stimulation berücksichtigt werden muss. Das 
Interferon γ wurde in einem Paper von Wang et al. im Zusammenhang mit der 
Verschlimmerung von Darm GvHD Symptomen beschrieben (Wang und Yang 2014). Im 
dargestellten Versuch wurde dieses Zytokin in allen drei Proben geringer exprimiert 
verglichen mit der nonsense AON Kontrolle.  
Interleukin 4 spielt als Zytokin der TH2-Lymphozyten v.a. in der Pathogenese der chronischen 
GvHD-Reaktion eine Rolle. TH1- und TH2-Lymphozyten unterscheiden sich in ihrer 
Zytokinsekretion, ihrer Regulation des Immunsystems sowie der Beeinflussung von 
Erkrankungen. Interleukin 2 spielt, wie bereits erwähnt, in der Entstehung der akuten GvHD-
Reaktion eine entscheidende Rolle. Die TH2-Zellen produzieren kein Interleukin 2 und führen 
damit zu einer negativen Regulation der TH1-Zellen. In einem murinen GvHD-Modell von 
Fowler et al. zeigte sich, dass die TH2-Zellen nicht zum Ausbruch von GvHD führen und sogar 
die Letalität von GvHD Mäusen mindern (Fowler und Gress 2000). Vom Zytokin Interleukin 4 
existieren verschiedene Isoformen. Für eine Isoform, IL4δ2, wurde beschrieben, dass sie ihre 
maximale Konzentration nach 72-96 Stunden erreicht und von den T-Zellen der Asthma-
Patienten vermehrt freigesetzt wird im Vergleich zu den gesunden Kontrollen (Luzina et al. 
2012). Auf der anderen Seite wird Interleukin 4 in der Literatur als anti-inflammatorisches 
Zytokin beschrieben, wobei es z.B. durch eine alternative Makrophagenaktivierung zur 
Abschwächung der Entzündungsreaktion kommt (Hünig et al. 2010). Obwohl sich Interleukin 
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4 in den in vitro Versuchen der transfizierten RLD1 Zellen bezüglich der Konzentration 
ambivalent verhielt, scheint selbst eine hier nachgewiesene Expressionsminderung nicht zu 
einer verstärkten Inflammation im Organismus im in vivo Versuch zu führen. 
Als Vervollständigung der in vitro Experimente wurde folgend die mittels PCR untersuchte 
Änderung in der mRNA Expression nun auf Proteinebene mittels Durchflusszytometrie 
analysiert. Dabei wurde die Oberflächenexpression von CD3, CD4 und CD28 gemessen. Das 
CD3 Molekül ist ein Bestandteil des T-Zell-Rezeptorkomplexes und spricht damit für die 
Präsenz von T-Zellen. Es gibt Ansätze, GvHD mit CD3 und CD7 Antikörpern, welche an 
toxisches deglykosyliertes Ricin A gebunden sind, zu behandeln (van Oosterhout, Y V et al. 
2000). Dies verdeutlicht die Bedeutung von CD3⁺-Zellen in der Pathogenese der GvHD 
Entstehung. In der dargestellten Abbildung 14 (S.46) wurde dieses Molekül in den 
behandelten Proben mit PEI-aCD4 und PEI-aCD4 + aCD28 vermindert.  
Es existieren auch andere Ansätze spezifische T-Zell-Subpopulationen zu beeinflussen, um 
die GvHD zu verhindern, z.B. mit einer zusätzlichen Applikation von Treg-Zellen 
(regulatorische T-Lymphozyten). Dabei scheinen diese Zellen zu einer verminderten Co-
Stimulation der antigenpräsentierenden Zellen zu führen. In einem Mausmodell von Bolton 
et al. wurden Treg-Zellen in lymphopene Mäuse vor der eigentlichen CD4⁺-Zell 
Transplantation injiziert und es kam dabei zu einer geringeren Klonierung der CD4⁺-Zellen, 
was die GvHD normalerweise auslösen würde (Bolton et al. 2015). 
Das CD4-Molekül ist als Co-Stimulatormolekül ebenfalls Teil des T-Helfer-Zell-
Rezeptorkomplexes und damit an der Aktivierung der T-Lymphozyten von entscheidender 
Bedeutung. Deshalb diente es als eines unserer Zielgene. In einer Studie von Podgorny et. al 
wurden 219 Patienten nach hämatopoetischer Stammzelltransplantation untersucht. Dabei 
gingen erhöhte Werte von CD4⁺ Zellen der akuten GvHD-Reaktion voraus (Podgorny et al. 
2014). Dies unterstreicht die Bedeutung dieser Lymphozyten-Subgruppe. Im durchgeführten 
Versuch wurde der CD4 Oberflächenrezeptor nicht vermindert exprimiert, was man als die 
bereits bei den mRNA Versuchen beschriebene Gegenregulation der Zelle auf das Zielexon-
knockdown verstehen könnte (Daten nicht dargestellt).  
Generell war aber der CD3-Oberflächenkomplex insgesamt vermindert, ein Zustand der auch 
auf ein geringeres CD4-Oberflächenprotein hindeuten könnte, da dieses Bestandteil des 
funktionellen, aktivierten CD3-Rezeptorkomplexes auf T-Helfer-Lymphozyten ist und im 
zuvor beschriebenen PCR-Versuch zumindest die Splicing-Kontrolle (= CD4 Gen inklusive 
Exon 8) deutlich vermindert nachgewiesen wurde. 
Das CD28 Molekül wurde in der Probe mit dem PEI-aCD28 AON vermindert exprimiert 
(Daten nicht dargestellt). Es ist ein weiterer Co-Stimulator des T-Zell-Rezeptor-Komplexes, 
unser 2. Zielgen und Teil des Costimulationspaares CD28-B7. Dieser Signalweg wird als 
wichtiges 2. Signal zur Proliferation der T-Zelle benötigt. In einem Versuch von Luo et al. 
wurde ein DNA Impfstoff verwendet, welcher sowohl das Pseudomonas Exotoxin A als auch 
das B7-1 Molekül enthielt. Eine einmalige i.m. Injektion von diesem Impfstoff führte zu einer 
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vermehrten Proliferation von regulatorischen und suppressiven T-Zellen, bei verminderter 
Bildung von TH1-Zell-Zytokinen Interleukin 2 und Interferon γ. Damit ließ sich in diesem 
murinen GvHD-Modell zeigen, dass der CD28-B7 Signalweg entscheidend an der GvHD 
Entwicklung beteiligt ist (Luo et al. 2013). 
Es existieren weitere Versuche in die T-Zell-Stimulation molekular einzugreifen. Ein Beispiel 
ist der monoklonale Antikörper Abatacept, welcher ein Fusionsprotein aus der 
Bindungsdomäne von CTLA4 und Immunglobulin G1 ist. CTLA4 ist das inhibitorische 
Homolog von CD28 und kann als Abatacept mit einer über 10-fach höheren Affinität das 
Costimulationspaar CD28-B7 blockieren im Vergleich zum natürlich in der Zelle 
vorkommenden CTLA4. In einer klinischen Studie von Koura et al. wurden 10 Patienten nach 
der hämatopoetischen Stammzelltransplantation zusätzlich zu Methotrexat und 
Cyclophosphamid mit vier Dosen Abatacept behandelt. Es zeigte sich, dass die Patienten, 
welche zusätzlich Abatacept erhalten hatten, im Vergleich zur Kontrollgruppe, signifikant 
weniger aktivierte und proliferierende CD4⁺-Zellen zeitnah nach der hämatopoetischen 
Stammzelltransplantation aufwiesen, was wiederum für ein geringeres Risiko der 
Entwicklung einer GvHD spricht. Die Minderung der CD4⁺-Zellen Anzahl ist dabei nur 
transient und führte zu keiner vermehrten Infektanfälligkeit der Interventionsgruppe (Koura 
et al. 2013). Die Modulation dieser Signal-Synapse stellt sich daher prinzipiell als ein 
vielversprechender Ansatzpunkt einer anti-GvHD Therapie dar. 
Um die erzielten Resultate in Hinblick auf in vivo Versuche im Rahmen eines murinen GvHD-
Modelles zu verifizieren, wurde nach Durchführung der in vitro Studien mit RLD1-Zellen, 
einer T-Helferzell-abgeleiteten murinen Krebszelllinie, diese durch Untersuchungen an 
primären murinen Milzzellen ergänzt, welche im angesprochenen GvHD-Modell auch Teil 
des hämatopoetischen Stammzelltransplantates sind. Hierzu wurden die Milzen von Mäusen 
des Stammes C57BL/6 entnommen, den späteren Spendertieren im GvHD Transplantations-
Tierversuch.  
Da es sich bei murinen Milzzellen um primäre Zellen handelt, bedarf es einer optimierten 
Stimulation zur Expression der zu untersuchenden Zytokine, um einen möglichen Einfluss der 
transfizierten therapeutischen Nukleinsäuren später bewerten zu können. Entsprechend 
wurden zuerst Stimulationsversuche mit den murinen Milzzellen durchgeführt und 
Interleukin 2 aufgrund seiner Stellung als wichtigstem Aktivitätsmarker als Indikatormolekül 
gewählt. Trotz der mit ConA mitunter eindrucksvolleren Ergebnisse im Stimulationsversuch, 
wurden die Milzzellen in folgenden Experimenten mit aCD3/aCD28 Antikörpern stimuliert, 
da deren Wirkung spezifischer ist und damit näher an der in vivo Situation einer 
immunologischen Synapse aus T-Zelle und antigenpräsentierender Zelle. Außerdem ist in der 
Literatur beschrieben, dass die Stimulation mit anti-CD3 zur Produktion von Interleukin 2 bei 
murinen Leukämiezellen führt (Suto et al. 1993). Bei murinen Milzzellen handelt es sich 
außerdem um ein Zellgemisch, weshalb durch die spezifische Stimulation mit Antikörpern 




In der folgenden Abbildung 18 (S.49) wurde ein vergleichbares Experiment mit den murinen 
Milzzellen durchgeführt, wie zuvor mit den RLD1-Zellen beschrieben wurden ist. Es wurde 
mittels PCR die mRNA Expression der Zielgene CD4 und CD28 sowie deren Splice-Kontrollen 
untersucht. Hierbei wurde diesmal die Gesamtexpression von CD4 im Versuch mit PEI-aCD4 
gemindert, wie auch in der Kombination beider AON’s. Das Zielgen CD28 wurde allerdings 
sowohl im Versuch mit PEI-aCD28 als auch in Kombination mit PEI-aCD4 vermehrt gebildet. 
Die Überprüfung der Zielsequenzexpression mit den Splice-spezifischen Assays zeigte eine 
vermehrte Expression des CD4spl. mRNA Moleküls, was allerdings im Zusammenhang mit 
der beschriebenen insgesamt verminderten CD4 Produktion gesehen werden muss. Es sollte 
auch bedacht werden, dass nicht nur primäre T-Zellen das CD4 Gen im Milzgemisch 
exprimieren, sondern bspw. auch dendritische Zellen. Gerade für murine dendritische Zellen 
der Milz spielt die CD4 Expression vermutlich jedoch auch funktionell eine bedeutende Rolle 
(Shortman 2000), sodass der Einfluss dieser Zellpopulation nach Modulation durch AON‘s 
signifikant sein könnte und in der Zukunft näher untersucht werden sollte. 
Die CD28spl. Kontrolle wurde sowohl bei alleiniger PEI-aCD28 Transfektion als auch in 
Kombination beider AON’s leicht gemindert. 
Da es sich bei primären Milzzellen um ein Zellgemisch handelt, wobei nicht nur T-Zellen das 
Oberflächenmolekül CD4 besitzen, ist die funktionelle Analyse der Wirkung der AON’s von 
entscheidender Bedeutung. Deshalb wurden nach erfolgter Transfektion relevante Zytokine 
gemessen. Es zeigt sich eine deutliche Minderung der Interleukin 4 Produktion in allen drei 
Proben. In einem Experiment von Hikida et. al wurde die Interleukin 4 Produktion durch ein 
Phosphorothioat (AON), designt für das Nukleotid 17-36 der Interleukin 4 mRNA, 
unterdrückt. Es wurden TH2-Zell-Klone verwendet, welche mit Mitomyzin C behandelten C3H 
Milzzellen im Beisein von Conalbumin kultiviert wurden waren. Die Zugabe von 5-10 µg/ml 
des AON’s zum Zellgemisch führte dabei zu einer verminderten Freisetzung von Interleukin 4 
um 70 - 90 % (Hikida et al. 1992). Dies zeigt die Anwendung und Möglichkeit der 
Beeinflussung der Interleukin 4 Produktion durch AON’s. Das Autostimulationsmolekül 
Interleukin 2 wurde außer in der PEI-aCD4 Probe in unseren Experimenten auch vermindert 
gebildet.  
Interferon γ zeigt ein unterschiedliches Expressionsverhalten, seine Bedeutung wird in der 
Literatur aber auch kontrovers beschrieben. Wie bereits erwähnt, wird die Konzentration 
von Interferon γ mit einer Verschlimmerung der Darm GvHD in Zusammenhang gebracht. Es 
wurde aber auch, nach Einmalinjektion von Interleukin 12, eine protektive Wirkung von 
Interferon γ bei akuter GvHD beschrieben. Bei diesem Experiment wurden erhöhte Dosen 
von Interferon γ gemessen, welches für die Wirkung von Interleukin 12 unabdingbar ist 
(Wang und Yang 2014). 
In der Zusammenschau der Ergebnisse der durchgeführten in vitro Versuche konnten 
letztendlich die vielversprechendsten AON’s für die nachfolgenden in vivo Versuche 
ausgewählt werden. Es handelte sich dabei um das AON CD4mu2 und das AON CD28mu1. 
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Diese beiden AON’s zeigten die günstigste Beeinflussung der Zielgene sowie relevanter 
Entzündungsmarker im Sinne eines anti-GvHD therapeutischen Ansatzes.  
4.2. In Vivo Etablierung der ausgewählten AON’s im GvHD Mausmodell 
Nach Auswahl und Vortestung der Antisense Oligonukleotide in vitro erfolgte die 
Überprüfung des therapeutischen Potentials der ausgewählten funktionellen 
Oligonukleotide in vivo in einem GvHD-Mausmodell. Unser GvHD-Mausmodell ist eines der 
am besten untersuchten MHC-Missmatch Modelle wobei eine Konditionierung mit 
myeloablativer Bestrahlung erfolgte. Ein weiteres MHC-Missmatch Modell ist das 
Elterngeneration in F1-Generation Transplantationsmodell. In diesem GvHD-Modell müssen 
die Mäuse nicht zwingend mit myleoablativer Bestrahlung vorbehandelt werden, was in der 
Klinik der nicht-myeloablativen Konditionierung entspricht. Neben diesen Mausmodellen, 
wobei die GvHD durch einen MHC Missmatch ausgelöst werden soll, gibt es auch akute 
GvHD-Modelle durch miHA-Missmatch. Eine Weiterentwicklung sind die xenogenen 
Mausmodelle, wobei die GvHD-Reaktion durch humane T-Zellen in Mäusen ausgelöst wird. 
Dafür müssen speziell gezüchtete Mäuse verwendet werden, welche immundefizient sind, 
damit sie als Empfänger die humanen T-Zellen tolerieren. Ein Beispiel ist die RAG2⁻ und IL-2-
γ-Rezeptor⁻ Maus, welche keine funktionellen B-, T- oder NK-Zellen mehr bilden kann. Alle 
diese eben beschriebenen Mausmodelle sind als Nachahmung der akuten GvHD-Reaktion zu 
verstehen. Daneben existieren auch Mausmodelle, um die chronische GvHD besser zu 
untersuchen und verstehen zu können. Ein Beispiel dafür ist das sklerodermatöse 
Mausmodell, wobei es zu einem fibrotischen Umbau der Haut, der Lunge, der Leber und den 
Speicheldrüsen kommt. In Mäusen treten diese Veränderungen typischerweise bereits 30 
Tage nach der Transplantation auf, wohingegen bei Patienten erst ab 100 Tagen überhaupt 
von einer chronischen GvHD gesprochen wird, die aber vergleichbare klinische Symptome 
aufzeigt. Es existieren auch Versuche mit der Kombination aus beiden Erkrankungsformen. 
Dabei wurden CD4⁺-Zellen aus dem Thymus der Empfängermaus nach Entwicklung einer 
akuten GvHD entfernt und konnten in einer anderen allogenen Empfängergruppe sofort eine 
chronische GvHD auslösen (Schroeder und DiPersio 2011).  
Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete allogene MHC-Missmatch Modell entspricht der 
Transplantation von C57BL/6 Spenderzellen in Balb/c Empfängertiere, in welchem eine der 
akuten GvHD entsprechende Reaktion ausgelöst wird. Ein vergleichbares Modell wird auch in 
Versuchen von Fricke et al. verwendet, wobei ebenfalls hämatopoetische Stammzellen und 
Milzzellen aus C57BL/6-Tieren in Balb/c Empfänger transplantiert werden. Bei Fricke et al. 
kommen darüberhinaus human-transgene Spender-Stämme zum Einsatz, welche eine 
teilweise Humanisierung des Modells erlauben. Der klinische Verlauf in diesem Modell 
entsprach dabei auch dem aus der Literatur bekannten nicht-transgenen Modellen mit 
gleichartigem Anstieg des GvHD-Scores und Abfall der Leukozyten in den an GvHD 
erkrankten Tieren (Fricke et al. 2014). 
Die Analyse der Vitalität der Spenderzellen der C57BL/6 Maus zeigte eine vergleichbar gute 
Vitalität von 88,5% bzw. 90,7% für Knochenmarks- bzw. Milzzellen, respektive. Damit 
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bestanden für die hämatopoetische Stammzelltransplantation gute Ausgangsbedingungen. 
Im Experiment dienten die Knochenmarkzellen in Kombination mit den Milzzellen als 
Transplantat, wobei lediglich die immunkompetenten Milzzellen mit dem AON und PEI oder 
Ibafect/MA Enhancer transfiziert wurden. Parallel zur Transplantation erfolgte außerdem die 
Messung der Transfektionsrate in separaten Proben des primären Spendermaterials mittels 
Fluoreszens-markierter nonsense AON‘s. Diese betrug im vorliegenden Experiment 32,5 ± 4% 
für Polyethylenimin. In einem Vorversuch der Arbeitsgruppe wurden mit PEI 
Transfektionsraten zwischen 86,4% in RLD1 Zellen und 33,8% in humanen PBMC’s bzw. 17,8-
38,7% in humanen Lymphozyten erreicht. Damit liegt die Transfektionsrate der behandelten 
transplantierten Milzzellen im Bereich der primären Zellen der vorbeschriebenen Versuche. 
Die Transfektionsrate der mit Ibafect transfizierten Zellen lag im Durchschnitt bei 29,5 ± 
7,6%. Im soeben angeführten Vorversuch lag die Transfektionsrate von Ibafect plus MA 
Enhancer bei 19,7-36,6% für die RLD1 Zellen und bei 41,3-59,3% für humane PBMC’s sowie 
53,3-93,8% für humane Lymphozyten (Helmig et al. 2016, BMC Biotechnologies, in Revision). 
Damit lag die Transfektionsrate in den Vorversuchen insgesamt etwas höher als für das 
Transplantat-Gewebe registriert. Dies ist möglicherweise eine Ursache dafür, dass die Ibafect 
Therapie gegenüber der PEI-basierten Anwendung weniger erfolgreich verlief.  
Nach erfolgter Transplantation in die Balb/c Mäuse wurde ein Heranwachsen des 
Spenderknochenmarks anhand der Ausbildung eines Chimerismus (Anteil an C57BL/6 MHC-
HLA-DR positiven Lymphozyten) überwacht. Dieser betrug in den untersuchen Tieren 95,5 ± 
3% und spricht für eine erfolgreiche Konditionierung und Transplantation der 
Empfängertiere, welche durch die Vorbehandlung des Transplantates mit den 
Transfektionssubstanzen und AON‘s somit nicht negativ beeinflusst wurden. Da 
insbesondere PEI durchaus toxische Eigenschaften in der Literatur zugesprochen werden 
(Yang et al. 2015), ließen sich hier auch Bedenken bezüglich eines generell negativen 
Einflusses auf das Transplantat ausräumen. 
Der klinische Zustand und das Blutbild der Tiere wurden während des gesamten 
Experimentes überwacht. In Abbildung 20 (S.53) ist dabei erkennbar, dass insgesamt die 
Anzahl der Leukozyten nach der Transplantation und Konditionierung abfällt. Der gleiche 
Effekt lässt sich nach der humanen hämatopoetischen Stammzelltransplantation 
beobachten, da nach der Konditionierung der Empfänger keine oder kaum noch Blutzellen 
gebildet werden und die Spenderstammzellen erst heranwachsen müssen. Interessant ist 
dabei die Beobachtung, dass sich am Tag 24 des Experimentes die PEI-aCD4 
Behandlungsgruppe signifikant von der GvH-Gruppe in der T-Helferzell-Menge unterscheidet 
(durchflusszytometrische Daten). Diese Population der Lymphozyten ist von wichtiger 
Bedeutung für die Entwicklung der GvHD-Reaktion. Anhand der Beobachtung kann man die 
These aufstellen, dass sich das hämatopoetische System in der PEI-aCD4-Gruppe beginnt zu 
regenerieren, ohne dabei die Empfänger-Gewebe anzugreifen. Das Überleben der Tiere und 
die Regeneration des blutbildenden Systems scheinen dabei von den Transfektionsagenzien 
Polyethylenimin und Ibafect nicht negativ beeinflusst zu werden. In der Literatur wird die 
Toxizität von PEI-Derivaten diskutiert, allerdings wird diese von niedrig molekularem PEI als 
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gering eingeschätzt (He et al. 2015). Wurden die Tiere zusätzlich zu PEI mit einem 
funktionellen AON behandelt, scheint dies das Überleben positiv zu beeinflussen und die 
Entstehung von GvHD zu vermindern. 
Der in der Literatur beschriebene Phänotyp der akuten GvHD tritt nach 10 Tagen auf und 
äußert sich in struppigem Fell, Verlangsamung in der Aktivität der Tiere, geringerem Appetit 
und der Ausbildung eines Buckels, Symptome, die auch bei unseren GvHD-Kontrolltieren 
beobachtet werden konnten (Fan et al. 2016). 
Die Gewichtsentwicklung der Tiere stellt sich ähnlich dem Verlauf der Anzahl an messbaren 
Immunzellen dar, nämlich mit einer generellen Gewichtsabnahme der Tiere in den ersten 1-
2 Wochen aufgrund der myeoloablativen Bestrahlung mit den Symptomen des akuten 
Strahlenschadens und damit klinischer Verschlechterung der Tiere. Interessant ist dabei die 
Beobachtung, dass zum Zeitpunkt des geringsten Gewichts aller Experimentalgruppen 
(zwischen dem 7.-12. Tag) sich die Gewichte der GvHD-Kontrolle (16,3 ± 0,7 g), der PEI-
Kontrolle (18 ± 0,2 g) und der PEI-aCD4-Gruppe (18,3 ± 0,3 g) signifikant voneinander 
unterscheiden (p = 0,012 bzw. 0,009). Dies deutet darauf hin, dass schon in einer frühen 
Phase des Experimentes die Transfektion mit PEI einen positiven Einfluss auf die weitere 
klinische Entwicklung haben könnte. Als ein möglicher Erklärungsansatz lässt sich in der 
Literatur finden, dass Polyethylenimin als Toll-like-Rezeptor 5 Agonist fungiert und damit 
protektiv wirkt nach Bestrahlung. In einer Studie von Hu et al. waren 41 C57BL/6 Mäuse 
ablativ bestrahlt wurden. Es zeigte sich, dass korrelierend zur PEI-Dosis die Tiere signifikant 
länger überlebten und weniger Gewicht, im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe, 
verloren (Hu et al. 2013). 
Ein weiterer klinischer Parameter, der bei den Tieren eingeschätzt und analysiert wurde, ist 
der Cooke-Score, in welchen u.a. auch der Gewichtsverlust mit einfließt. Die bereits 
beschriebenen Beobachtungen an Tag 7-12 der PEI-aCD4 Gruppe setzten sich hier fort, 
wobei in dieser Gruppe ein signifikant niedrigerer Score gegenüber der GvHD-Kontrolle 
ermittelt wurde (4,7 ± 0,5 bzw. 6,1 ± 0,58). 
Wie bereits im allgemeinen Teil angesprochen, wurde das Blut der Tiere nicht nur 
durchflusszytometrisch in Hinblick auf Immunzell-Populationen analysiert, sondern auch 
laborchemisch im Rahmen einer Blutbildanalyse untersucht. In Abbildung 20 (S.53) ist 
ersichtlich, dass die Leukozyten zu Beginn des Experimentes aufgrund der myeloablativen 
Bestrahlung vermindert sind. Aufgrund dieser sollte vorraussichtlich keine Bildung von 
Empfängerblutzellen erfolgen und der Ersatz durch die Spenderstammzellen dauert einige 
Zeit. Diesmal ist es die PEI-aCD28-Behandlungsgruppe, die sich bereits am Tag 5 des 
Experimentes signifikant von den Kontrollgruppen unterscheidet. Schließlich ist es an Tag 12 
erneut die PEI-aCD4 (6,8 ± 0,25 in 10³/mm³) Gruppe, welche sich von der PEI-Kontrolle (5,2 ± 
0,42 in 10³/mm³) signifikant unterscheidet und damit auch auf einen positiven Effekt des 
AON’s hindeutet (p = 0,013). Der Verlauf der Lymphozyten Konzentrationen zeigt ein 
ähnliches Bild wie die Gesamtleukozytenanzahl, wobei sich die PEI-aCD4 Gruppe (3,9 ± 0,12 
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in 10³/mm³) an Tag 12 erneut signifikant von der PEI-Kontrolle (2,8 ± 0,14 in 10³/mm³) 
unterscheidet. Der Tag 12 des Tierexperimentes scheint damit ein entscheidender Tag 
hinsichtlich der weiteren Entwicklung der Klinik (Gewicht und Score) und des Immunsystems 
zu sein. Wie im Diagramm ersichtlich, sind die Granulozyten und Monozyten vermutlich 
nicht so bedeutend von der Transplantation betroffen. Dies stimmt auch mit der in der 
Literatur geschilderten Tatsache überein, dass die Pathogenese der GvHD-Reaktion mehr 
von anderen Leukozyten-Populationen, wie den CD4⁺ und CD8⁺ Zellen sowie den NK-Zellen, 
bestimmt wird. Dennoch findet sich ein signifikanter Unterschied in der 
Granulozytenpopulation von der PEI-aCD28 Gruppe (1,6 ± 0,25 in 10³/mm³) an Tag 5 und der 
PEI-aCD4 Gruppe (2,5 ± 0,21 in 10³/mm³) an Tag 12 gegenüber der PEI-Kontrolle (0,8 ± 0 in 
10³/mm³ bzw. 1,95 ±0,07 in 10³/mm³). Generell werden selbst am Ende des Experimentes 
die Ausgangswerte der Leukozyten und Lymphozyten nicht wieder erreicht. Insgesamt 
scheint die Modulation des Immunsystems durch die PEI-AON Behandlung einen positiven 
Einfluss zu haben. Die GvHD-Reaktion erscheint insgesamt im beobachteten Zeitraum 
verhindert bzw. abgeschwächt zu werden. Aufgrund des lediglich transienten Charakters der 
gentherapeutischen Intervention durch AON‘s, welche sich nicht genomisch integrieren und 
somit nicht äquimolar an Tochtergenerationen weitergegeben werden, wird der Effekt 
jedoch vermutlich vorrübergehender Natur sein. Studien der Arbeitsgruppe zufolge, sind die 
AON‘s in der verwendeten chemischen Komposition mindestens bis zu sechs Wochen in den 
transfizierten Zellen nachweisbar und werden primär durch Teilung der Zellen heraus 
verdünnt (Helmig et al. 2016, BMC Biotechnologies, in Revision). Eine Einschränkung der 
Aktivierbarkeit der Ziel-T-Zellen zieht jedoch vermutlich auch eine verminderte 
Proliferationsfähigkeit nach sich, da die Proliferation eine direkte Folge der IL2-vermittelten 
T-Zell-Aktivierung darstellt. Für einen dauerhaften Erfolg müsste möglicherweise eine zweite 
Behandlung mit funktionellem AON erfolgen, bspw. i.v. oder auch per os. In klinischen 
Studien sind diese Applikationswege, bspw. die orale Applikation von therapeutischen AON‘s 
bei chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (CED) oder die intranasale Applikation zur 
Therapie des Asthmas, bereits recht vielversprechend (Marafini et al. 2015; Séguin und 
Ferrari 2009). Dabei zeigte das Medikament Mongersen, ein Phosphorothioat gerichtet 
gegen Smad7, in klinischen Studien der Phase 2 eine höhere klinische Remissionsrate 
korrelierend mit der verabreichten Dosis gegenüber der Placebo-Gruppe.  
In Abbildung 21 (S.54) wurde das Überleben aller Tiergruppen dargestellt. Man kann 
erkennen, dass die GvHD-Kontrolltiere durchschnittlich länger als die NaCl-Kontrollen 
überlebten. Dies ist auf die fehlende Transplantation der NaCl-Gruppe zurückzuführen, 
sodass nach myeloablativer Bestrahlung die Rekonstitution der hämatopoetischen Funktion 
fehlt. Die PEI-Kontrollen überleben ebenfalls signifikant länger als die GvHD-Kontrolle (35d ± 
0 vs. 26d ± 4,6d, p < 0,04) wodurch die bereits beschriebene These gestützt wird, dass PEI als 
Transfektionsagenz generell einen positiven Einfluss auf die Entwicklung der GvHD hat. Die 
Ursache hierfür liegt möglicherweise an der unspezifischen Beeinflussung der Aktivierbarkeit 
der transplantierten Spender-Immunzellen durch das Transfektionsagenz. So sind 
endozytotische Vorgänge und die Prozesse zur Formung des Spindelapparates zu Beginn der 
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Mitose eng miteinander verwoben (Fürthauer und González-Gaitán 2009). Die Aktivierung 
von Mitose und Proliferation ist jedoch ebenfalls von entscheidender Bedeutung für die 
Aktivierung der meisten Immunzellen, so auch T-Helferzellen. Es ist ebenfalls bekannt, dass 
Zellen zu Beginn der Mitose ihre endozytotische Aktivität einstellen (Fielding und Royle 
2013). Ein zugrunde liegender Mechanismus basiert auf der Expansion der Membran, 
wodurch die Membranspannung erhöht wird. Dieser Effekt konnte durch Zusatz von 
amphiphilen Substanzen und deren entspannender Wirkung auf die Membran auf ein 
Interphase-Niveau abgesenkt werden (Raucher und Sheetz 1999). Möglicherweise hatte eine 
erhöhte Endozytose-Rate im Rahmen einer gentherapeutischen Applikation einen 
hemmenden Einfluss auf die Induktion der Mitose, und somit der Aktivierbarkeit von 
Immunzellen. 
Während des Experimentes fiel weiterhin auf, dass ein Tier der GvHD-Kontrollgruppe in 
seinen klinischen Parametern deutlich von den anderen Tieren seiner Gruppe abwich, 
vermutlich weil sich bei diesem Tier keine GvHD-Reaktion entwickelte (Schroeder und 
DiPersio 2011). Dies war nicht auszuschließen, da auch in der humanen 
Stammzelltransplantation nicht bei jedem Patienten die GvHD-Reaktion ausbricht (Pavletic 
und Fowler 2012). 
Folgend wurde dieses Tier aus den Auswertungen der Real Time PCR Ergebnisse 
herausgenommen. In Abbildung 22 (S.55) wurde diese Abweichung der Messwerte noch 
einmal grafisch anhand der Assays CD4, CD28, CD8a, Interleukin 2, Interferon γ und TNFα 
dargestellt. Gegenüber seinen Gruppenpartnern zeigte das Tier B419 geringere der 
genannten Zytokinexpressionen, was für eine geringere Aktivierung des Immunsystems 
dieses Tieres und damit gegen das Ausbrechen der GvHD spricht. 
Als wichtiges Ergebnis der Arbeit ist das signifikant längere Überleben der PEI-aCD4 + CD28 
Gruppe (49,3d ± 11,5d) und der PEI-aCD4 Gruppe (56d ± 0d) hervorzuheben, deren Tiere alle 
erst am letzten Tag des Experimentes finalisiert wurden, gegenüber der GvHD-Kontrolle (26d 
± 4,6d; p < 0,04). 
Neben den bereits mehrfach erwähnten PEI-Transfektionsgruppen wurde ein weiteres 
Transfektionsagenz im Tierexperiment verwendet, Ibafect. Dieses kam auch ursprünglich in 
den beschriebenen in vitro Vorversuchen zum Einsatz. Im Tierexperiment zeigten dann 
allerdings keine der mit Ibafact-und AON behandelten Gruppen ein signifikant längeres 
Überleben gegenüber der GvHD-Kontrolle. Dies deutet daraufhin, dass ein Unterschied 
zwischen den beiden Transfektionsagenzien besteht, sei er nun funktioneller oder toxischer 
Natur, da bei beiden Gruppen die gleichen AON’s verwendet wurden. PEI ist möglicherweise 
wirksamer bei der Transfektion und bringt damit mehr funktionelle AON’s an ihren 
Bestimmungsort (Kim et al. 2015; Lungwitz et al. 2005; Xiao et al. 2013). Polyethylenimin ist 
in der Lage, aufgrund seiner stark positiven Ladung, mit Nukleinsäuren nicht-kovalente 
Komplexe zu formen. Diese Komplexe werden in der Literatur beschrieben als Ursache dafür, 
dass z.B. siRNA, andere kurzkettige Nukleinsäure-Moleküle, gut in die Zelle via Endozytose 
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aufgenommen und vor Degradation geschützt werden (Malek et al. 2009; Lipka et al. 2016). 
Neben dem Überleben zeigten die Ibafect-Gruppen auch keinen Vorteil in Gewicht, GvHD-
Score und Blutbild (Daten nicht gezeigt). 
Die mit PEI und anti-CD4-AON behandelte Gruppe des Tierexperiments zeigte in allen 
klinischen Parametern und Analysen die vielversprechendsten Ergebnisse. In Abbildung 23 
(S.56) ist anhand der Kaplan-Meier Analyse das signifikant längere Überleben der Tiere 
dargestellt, wobei keines der Tiere dieser Gruppe vor dem Ende des Experimentes (Tag 56) 
finalisiert werden musste. 
Interessant ist in der folgenden Abbildung 24 (S.57) der Vergleich des Gewichtsverlaufs der 
GvHD-Kontrolle und der PEI-aCD4 Gruppe. Dabei lag während des gesamten Experiments 
das Durchschnittsgewicht der behandelten Tiere über der GvHD-Kontrolle. Die Behandlung 
mit PEI-aCD4 AON scheint dabei nicht erst nach Einsetzen der Hämatopoese Vorteile zu 
bringen, sondern bereits ab dem ersten Tag des Experimentes. Das AON beeinflusst die 
klinische Entwicklung der Tiere von Beginn an positiv, möglicherweise durch eine balancierte 
Unterdrückung des Immunsystems, zumindest aber durch einen negativen Einfluss auf die 
pro-inflammatorische Zytokinproduktion, wie an den Real Time PCR Ergebnissen erkennbar. 
Die erhoffte Wirkung des AON‘s, den CD4 Rezeptor vermindert zu bilden, könnte ab der 
Transplantation zu einer geringeren Aktivierung der T-Zellen bei einem ausreichend 
funktionierenden Immunsystem führen, unterstützt durch mögliche unspezifische anti-
inflammatorische oder radio-protektive Effekte des Transfektionsagenzes PEI. 
Als weiterer klinischer Parameter ist in Abbildung 25 (S.57) der GvHD-Score dargestellt. Zu 
Beginn des Experimentes steigt dieser Score an und deutet auf eine klinische 
Verschlechterung hin, kongruent mit einer Gewichtsabnahme und Abnahme der 
Blutzellenbildung am ehesten aufgrund der myeloablativen Bestrahlung. Nach Einsetzen der 
Hämatopoese an Tag 10-12 des Experimentes kommt es zu einer Besserung des klinischen 
Erscheinungsbildes der Versuchstiere. In der Abbildung 25 ersichtlich ist eine erneute 
Verschlechterung der GvHD-Gruppe ab der dritten Woche des Experiments. Nach Einsetzen 
der Hämatopoese werden nun wieder vermehrt Immunzellen gebildet, um die GvHD-
Reaktion auszulösen. Die PEI-aCD4 Behandlungsgruppe bleibt hingegen stabil bezüglich des 
GvHD-Scores bis zum Ende des Experimentes. 
Das Auftreten der murinen GvHD äußerte sich im Experiment mit der Ausbildung von 
Hautausschlägen sowie Durchfällen mit folgender Gewichtsabnahme. Auch in der Klinik der 
humanen GvHD sind Symptome an der Haut, Darm und Leber von entscheidender 
Bedeutung.  
Folgend wurde die Gewebe-spezifische Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen 
mittels Real Time PCR ermittelt. Es erfolgte außerdem die histologische Aufbereitung von 
erwartbar betroffenen Organen und Geweben und die histologische Einschätzung dieser. 
Dies ist der Bereich der Zellregulation, nämlich am Splice-Prozess während der Translation, 
an der das AON spezifisch wirken soll. Diese Form des Eingreifens in die Zellfunktion ist eine 
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Form der Gentherapie, da es sich um das Einbringen von Nukleinsäuren in die Zelle handelt 
(Kawakami et al. 2008). Dass PEI allein schon einen positiven Einfluss auf das Überleben der 
Tiere zu haben scheint, wurde bereits beschrieben. In der Abbildung 26 (S.58) sind 
signifikante Erniedrigungen der Expression von Interferon γ und CD8 zu sehen, was gegen 
das Vorliegen einer akuten GvHD in der PEI-aCD4 Gruppe spricht. Das CD8 Molekül ist ein 
Oberflächenmarker der zytotoxischen T-Zellen und in der Pathogenese der GvHD-Reaktion 
von Bedeutung (Eisenberg und Via 2012). Weiterhin wurde der Einfluss auf die Expression 
vom Zielgen CD4 untersucht. Die Gesamtgenexpression war bezüglich der PEI-Kontrolle 
vermindert. Von noch entscheidenderer Bedeutung ist die Expressionsminderung unserer 
Zielsequenz, das Exon 8 des CD4 Gens. Diese Beobachtung spricht für die von uns 
erwünschte spezifische Wirkung des AON’s, nämlich des Exon-Skippings der 
Transmembrandomäne. 
Auf die Bedeutung der CD8⁺ Zellen in der Pathogenese der GvHD-Reaktion wurde bereits 
eingegangen. Folgend wurde der CD4+/CD8+ Populations-Quotient analysiert. Dieser 
Quotient gilt als prädiktiver Wert für das Auftreten und die Schwere der GvHD-Reaktion. 
Diese Beobachtung des Zusammenhangs zwischen dem Auftreten der akuten GvH-
Komplikation und der Verminderung des CD4/CD8 Quotienten wurde auch von Luo et al. 
beschrieben, wobei die Wirkung eines DNA-Impfstoffes mit Blockade des B7-CD28 
Signalweges untersucht wurde (Luo et al. 2013).  
Der CD4⁺/CD8⁺ Quo ent ist auch bei anderen Autoimmunerkrankungen, wie der 
rheumatoiden Arthritis, ein wichtiges Messinstrument der Funktion des Immunsystems. Die 
rheumatoide Arthritis ist durch ein vermehrtes Auftreten von CD4⁺ Zellen und damit einer 
Erhöhung des Quotienten charakterisiert (Huang et al. 2012). Ein weiteres Beispiel ist die 
dermatologische Autoimmunerkrankung Vitiligo, wobei in einer Studie von Pichler et al. 61% 
der untersuchten Vitiligo-Patienten einen erhöhten Quotienten aufwiesen (Pichler et al. 
2009). 
In Abbildung 27 (S.59) ist zu sehen, dass der Tag 24 von entscheidender Bedeutung zu sein 
scheint, da sich hier die Ratio in der PEI-aCD4 Gruppe wieder normalisiert. Es wurde bereits 
darauf eingegangen, dass anscheinend ab der 3. Woche sich das Immunsystem soweit 
regeneriert hat, dass es zu einer GvHD-Entwicklung kommen kann, oder wie in der 
dargestellten PEI-aCD4 Gruppe, gerade nicht. 
Neben der Milz als wichtigem Bestandteil des sekundären lymphatischen Systems, wurde 
auch der Darm der Versuchstiere analysiert, welcher ebenfalls als GvHD anfälliges Organ gilt. 
Im Mausmodell äußerte sich der Befall des Darmes v.a. anhand von Durchfällen und damit 
verbundener Gewichtsabnahme. Im Darm befinden sich die zur natürlichen Darmflora 
gehörenden Bakterien welche u.a. auch Lipopolysaccharide produzieren. Diese sind dafür 
verantwortlich, dass ein intestinaler Befall der akuten GvHD zu einer generellen Verstärkung 
der systemischen Entzündungsreaktion beiträgt. Die Lipopolysaccharide führen zu einer 
verstärkten Produktion von proinflammatorischen Zytokinen. Interferon γ z.B. gilt als erstes 
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Signal für die Produktion von TNFα durch Makrophagen (Hill und Ferrara 2000). Die 
Konzentration der Lipopolysaccharide ist bereits häufig vor der Transplantation erhöht 
aufgrund der myeloablativen Bestrahlung (Ferrara et al. 2009). Treffen die Spender-
Lymphozyten dann auf dieses bereits veränderte Darmmilleu werden sie verstärkt aktiviert 
und zur weiteren Zytokinproduktion (Interleukin 2 und TNFα) angeregt (Paczesny 2013). Ein 
klinisches Beispiel, wobei auch inflammatorische Zytokine wie das TNFα eine Rolle spielen, 
ist z.B. die Colitis ulcerosa. Rekombinante Antikörper wie Infliximab sind bereits zur Therapie 
der mittleren bis schweren Colitis bei dauerhafter Steroidabhängigkeit zugelassen (Mei et al. 
2015). Dies zeigt die weitere mögliche Einsatzfähigkeit der AON’s bei chronisch 
entzündlichen Erkrankungen. Signifikante Abweichungen in den untersuchten Zytokinen 
ergaben sich für CD8, Interferon γ, Interleukin 2, Interleukin 4, der CD4 Expressionskontrolle 
und der CD4 Splice-Kontrolle. Zuvor war auf die Milz ausführlich eingegangen wurden, weil 
ein Teil der in vitro Vorversuche mit murinen Milzzellen durchgeführt und außerdem die 
AON’s in Milzzellen transfiziert wurden waren. 
Zuletzt sollen noch die beiden anderen PEI-Behandlungsgruppen näher betrachtet werden. 
Zuerst in Abbildung 29 (S.60) die PEI-aCD28 Gruppe. Das Überleben dieser Gruppe ist 
anhand einer Kaplan-Meier Kurve dargestellt und zeigt sich nicht signifikant bezüglich den 
Kontrollen. Das Oberflächenmolekül CD28 war als zweites Zielgen gewählt wurden, weil es 
Bestandteil des zweiten Stimulationssignalweges CD28-B7 ist und zur Proliferationsinduktion 
der T-Zellen benötigt wird (Briones et al. 2011; Luo et al. 2013). Die Ergebnisse der Real Time 
PCR Versuche wurden entsprechend der bereits vorgestellten PEI-aCD4 Gruppe analysiert. 
Signifikant in ihrer Expression gemindert wurden CD8, Interleukin 4 und die CD28 
Expressionskontrolle. Insgesamt betrachtet, scheint dieses AON im Gegensatz zum aCD4 
AON bezüglich des Überlebens und einer GvHD Entwicklung keinen Vorteil zu erbringen, 
obwohl es im in vitro Vorversuch ebenfalls erfolgsversprechende Ergebnisse geliefert hatte. 
Allerdings gilt zu berücksichtigen, dass das eingesetzte aCD28 AON auch im in vitro 
Vorversuch nur zu einer Abnahme der CD28⁺ Zellen auf 91% führte, wohingegen das 
insgesamt erfolgreichere aCD4 AON bereits die CD4⁺ Zellpopula on auf 50% dezimiert ha e. 
Schließlich wird noch kurz auf die PEI Kombinationsgruppe aus CD4 und CD28 eingegangen. 
Diese zeigte ein signifikant längeres Überleben gegenüber der GvHD-Kontrolle. Es scheint die 
Summe beider AON’s die Wirkung zu bestimmen, wobei im Trend die Wirkung der 
Kombination besser als die des aCD28 AONs alleine war. Insgesamt ergaben sich in der PEI-
Kombinationsgruppe signifikante Expressionsminderungen für CD8 und Interferon γ 
gegenüber der PEI-Kontrolle. 
In Anbetracht der geringen Fallzahl pro Gruppe bedarf es aber in jedem Fall weiterer 
Versuche um signifikante Unterschiede zwischen den drei im Rahmen dieser Arbeit im 
Mittelpunkt stehenden verschiedenen Behandlungsgruppen zu verifizieren. Die Ergebnisse 
dieser Arbeit können jedoch erste wichtige Hinweise geben, beispielsweise bezüglich der 
Verwendung einer optimaleren Transfektionsmethode mittels PEI, welche nur anhand von in 
vitro Daten so auch nicht abzuschätzen waren.  
78 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die in vitro Vorversuche entscheidend zur 
erfolgreichen Durchführung des Tierexperimentes beigetragen haben und die 
durchgeführten in vivo Versuche die Basis für umfangreichere tierexperimentelle Arbeiten 
darstellen. Es konnte die Wirksamkeit der AON’s umfangreich untersucht und getestet 
werden. Die Ergebnisse des in vivo Versuches zeigten, dass die Auswahl v.a. des aCD4 AON’s 
vielversprechend war. Es zeigte sich, dass im Mausmodell das Transfektionsagenz PEI 
effektiver wirkt als Ibafect und bereits allein einen Überlebensvorteil zu bringen schien. 
Obwohl beide Transfektionsagenzien ähnliche Transfektionsraten zeigten, war PEI am Ende 
in Kombination mit den AON’s wesentlich erfolgreicher. Damit zeigt sich, dass für eine 
erfolgreiche Anwendung der AON’s in in vivo Versuchen und in der Zukunft in klinischen 
Studien die Auswahl eines geeigneten Transfektionsagenzes von entscheidender Bedeutung 
ist, jedoch nicht nur die Transfektionsrate allein betrachtet werden sollte. Die Anwendung 
von AON’s für weitere T-Zell-abhängige oder genetisch determinierte Splice-Mutations-
Erkrankungen wird weiter erprobt. Am weitesten entwickelt ist dabei die bereits 
beschriebene Therapie der Muskeldystrophie Duchenne. Zurzeit befinden sich 2 AON’s zum 
Skipping von Exon 51 in klinischen Studien, zum einen das 2’O-Methyl-Phosphorothioat 
Drisapersen und das Phosphorodiamidat Morpholino Oligomer Eteplirsen (McClorey und 
Wood 2015). Die FDA (Food and Drug Administration) hat Eteplirsen am 19.9.2016 in den 
USA als Medikament im Sinne eines beschleunigten Verfahrens als Medikament zugelassen 
(Muscular Dystrophy Association Inc. 2016). 
Generell diente das Experiment als Vorversuch zur Orientierung von grundsätzlich möglichen 
therapeutischen Antisense Oligonukleotiden im Rahmen einer immunmodulatorischen GvHD 
Behandlung. In Anbetracht der sehr geringen Fallzahlen war es nicht das Ziel, stark 
signifikant untermauerte Daten zu generieren. Die diskutierten, mittels T-Test berechneten 
Signifikanzen, sind deshalb als Tendenzen zu betrachten und bedürfen nachfolgender 
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Die weltweit bis zu 60000 Mal pro Jahr durchgeführte hämatopoetische Stammzelltransplantation ist 
bei akuten Leukämieerkrankungen eine häufig genutzte Therapieoption. Einen bedeutenden Anteil 
am Erfolg der Therapie hat dabei der Graft-versus-Tumor-Effect (GvT). Dieser ist auch bei der 
Behandlung von soliden malignen Tumoren von Bedeutung. Auch die Therapie von sehr schweren 
Autoimmunerkrankungen ist ein weiteres Anwendungsgebiet der allogenen hämatopoetischen 
Stammzelltransplantation.  
Neben dem Infektionsrisiko durch die Unterdrückung des Immunsystems des Empfängers besteht in 
der Entwicklung einer Graft-versus-Host-Disease (GvHD) durch die unterschiedlichen 
Oberflächenantigene (MHC) zwischen transplantierten Zellen und dem Empfängergewebe das größte 
Nebenwirkungsrisiko. Diese Komplikation kann als akute oder chronische Form in Erscheinung treten 
und ist vor allem bei HLA (Histokompatibilitäts)-Unterschieden zwischen Spender und Empfänger 
extrem häufig (80%). Pathophysiologisch liegt der GvH-Reaktion, wie auch dem gewünschten GvT-
Effekt, eine Aktivierung der Spenderlymphozyten gegenüber antigenpräsentierenden Zellen des 
Empfängers zugrunde. Die T-Zell-Aktivierung läuft dabei über den T-Zell-Rezeptor Komplex und 
benötigt Costimulatoren (z.B. CD28). Die akute GvH-Reaktion läuft in drei Phasen ab und gipfelt in 
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einer Gewebsschädigung durch verschiedene Effektoren (bspw. Zytokine). Deshalb wurden die 
Zytokinexpressionen als humorales Äquivalent der GvHD-Reaktion gemessen. 
In der Behandlung und Prophylaxe der Transplantationskomplikation stützt man sich auf systemisch 
wirkende Medikamente zur Unterdrückung des Immunsystems des Empfängers, wie den 
Glukokortikoiden, Calcineurin-Inhibitoren oder Methotrexat. Gezielter sind Therapieansätze mit 
Antikörpern gegen Lymphozyten oder TNFα. Ein neues Forschungsfeld zielgerichteter Behandlung ist 
die Gentherapie. Dabei werden entsprechende Nukleinsäuren als genetisches Material in Zellen mit 
Hilfe z.B. eines viralen Vektors, physikalischer Elektroporation oder Nanopartikeln als potentielle 
Therapeutika in ein Zielgewebe eingebracht. Dieser Vorgang der Transfektion bzw. Transduktion 
kann mittels verschiedenen Arten von Nanopartikeln unterstützt werden, basierend wiederum auf 
verschiedenen chemischen oder physikalischen Prinzipien: liposomal, polykationisch oder 
magnetisch. In dieser Arbeit wurde die Transfektion therapeutischer Nukleinsäuren sowohl mit 
Liposomen gepaart mit Magnetpartikeln untersucht, als auch die Wirksamkeit des polykationischen 
Transfektionsagenzes Polyethylenimin (PEI). Dieses zeichnet sich aus durch geringe Toxizität sowie 
durch gute Transfektionsraten, auch im Vergleich zu viralen Vektoren. Nach endozytotischer 
Aufnahme der Nanopartikel-Gentherapeutikum-Komplexe geschieht die Freisetzung in der Zelle dann 
bspw. über biochemische Reaktionen wie den „Protonen-Schwamm“ Effekt.  
Als Gentherapeutikum genutzte kurze Nukleinsäuren werden als Oligonukleotide bezeichnet. Es 
lassen sich verschiedene Formen von Oligonukleotiden unterscheiden, bspw. die Antisense 
Oligonukleotide (AON) oder die siRNA. Um dem Abbau der Oligonukleotide bspw. durch RNasen 
entgegen zu wirken, existieren eine Reihe verschiedener Modifikationen. In dieser Arbeit wurde mit 
2’O-methyl Phosphorothioaten gearbeitet, welche sich durch Langlebigkeit und eine gute antisense 
Wirkung auszeichnen. Solche AON’s können dann über ihre spezifische Bindung an die mRNA der 
Zelle zum einen zur Degradierung via RNase H führen oder über sterische Behinderung der 
Ribosomenformation die Translation behindern. Über ihre spezifischen Wechselwirkungen können 
die AON’s auch an Splice-Motive binden und damit die Umwandlung der prä-mRNA in die finale 
mRNA (=Splicing) beeinflussen. Als „Exonskipping“ bezeichnet man dann bspw. die Exklusion eines 
spezifischen Exons durch AON Anwendung. Genutzt wird diese Form der Therapie bereits in 
klinischen Studien bei der Muskeldystrophie Duchenne. In dieser Arbeit wurden Transmembran-
dömänen kodierende Exons von aktivierenden T-Zell Rezeptoren anvisiert, um möglicherweise anti-
inflammatorische lösliche Isoformen der T-Zell-Co-Rezeptoren CD4 und CD28 zu induzieren.  
Die AON’s wurden zunächst in vitro in murinen Milzzellen und RLD1-Zellen (murine T-Krebszelllinie) 
auf ihre Funktionalität getestet. Die Zellen wurden zur Simulation eines aktivierten Immunsystems 
mit Phytohämagglutinin (PHA), Concanavalin A (ConA) oder Antikörpern gegen murines CD3 und 
CD28 stimuliert. Nach der Transfektion mit den funktionellen AON’s sowie nonsense 
Oligonukleotiden als Kontrolle schloss sich eine RNA-Isolation mit Auswertung der Ergebnisse mit 
Hilfe der quantitativen PCR sowie durchflusszytometrische Analysen an.  
Die in vitro Versuche gestalteten sich hinsichtlich der Reproduzierbarkeit der Stimulation der CD1 
Milzzellen schwierig. Im Folgenden wurden die Milzzellen der B57BL/6 Inzuchtmaus mit Antikörpern 
stimuliert und den AON’s aus dem Tierversuch transfiziert. Diese AON’s waren dabei gegen murines 
CD4 oder CD28 gerichtet. Es zeigten sich Verminderungen in der Expression von Interleukin 4 sowie 
teilweise von Interleukin 2 und Interferon γ sowie den anvisierten Zielgenen.  
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Im Anschluss wurde die Wirkung der in vitro getesteten und als funktionell bestätigten AON‘s in 
einem in vivo GvHD Mausmodell (B57BL/6 Milz-Knochenmark Gemisch transplantiert in BALB/c 
Empfängertiere) untersucht. Die Ergebnisse waren vielversprechend, wobei zwei der drei mit PEI und 
funktionellen AON’s behandelten Mausgruppen signifikant länger überlebten (p < 0,04). Am 
effektivsten zeigte sich die Behandlung mit PEI-aCD4-AON, wobei alle behandelten Tiere bis zum 
Finaltag und mit klinisch signifikant besserem Erscheinungsbild als die GvH-Kontrollgruppe 
hinsichtlich des Gewichts und des GvHD-Scores überlebten. Alle untersuchten Zytokine und das 
anvisierte CD4-mRNA Transkript waren in den aus der Milz und dem Darm der PEI-aCD4 Tiere 
isolierten Zellen entsprechend vermindert gebildet wurden. 
Die Behandlung mit dem aCD4-AON in Kombination mit der liposomal-magnetischen 
Transfektionssubstanz Ibafect hingegen zeigte gegenüber der GvHD-Kontrolle keine signifikanten 
Veränderungen im Überleben oder im Gewicht, GvHD-Score oder den Parametern des 
Differentialblutbildes.  
Die laborchemische und durchflusszytometrische Analyse des Blutes der Versuchstiere an den Tagen 
-2, 5, 12, 24, 40 und 56 bestätigte des Weiteren das Heranwachsen des Spenderknochenmarks mit 
Ausbildung eines Chimerismus in den Tieren, deren Transplantat ex vivo behandelt wurden war. In 
allen Tiergruppen kam es außerdem als bekannterweise akute Bestrahlunsgfolge zur Minderung in 
allen Zellpopulationen an Tag 5 des Experimentes. Ab Tag 12 begannen sich dann die Zellzahlen in 
den überlebenden Tieren zu normalisieren, ohne jedoch die Ausgangswerte zum Ende des 
Experimentes wieder zu erreichen. In den überlebenden Tieren fiel des Weiteren die Normalisierung 
der zytotoxischen T-Zellen ab Tag 24 und eine Umkehr des CD4⁺/CD8⁺ Quotienten, einem prädiktiven 
Wert für das Auftreten und die Schwere der GvH-Reaktion, auf.  
Insgesamt ist der erste Einsatz funktioneller AON’s, welche gegen pro-inflammatorische T-Zell-Co-
Rezeptor Gene gerichtet sind, somit im in vivo Mausmodell als erfolgsversprechend anzusehen. 
Aufgrund der geringen Tierzahlen sind die Arbeiten jedoch vorerst als Vorversuche anzusehen. 
Jedoch sind diese Vorversuche von entscheidender Bedeutung, bspw. in Bezug auf die Auswahl des 
für den potentiellen Therapieerfolg entscheidenden Transfektionsagenzes, des Transporters für das 
letztendlich funktionell wirksame Gentherapeutikum. Hier konnte mit der low molecular weight 
Variante des Polyethylenimins eine geeignete Substanz ermittelt werden, welche den anti-GvHD 
Effekt eines aCD4-AON‘s darüberhinaus eventuell auch unspezifisch unterstützte. Nachfolgend 
werden Tierversuche mit statistisch belastbareren Gruppengrößen weiteren Aufschluss über die 
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